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Metodologias analíticas modernas baseadas em fluorescência têm atraído interesse 
devido às características únicas na marcha analítica, como o uso de equipamentos de baixo 
custo e alta sensibilidade. Deste modo, observa-se um esforço visando o desenvolvimento 
de novos Sensores Moleculares Fluorescentes cada vez mais sensíveis e seletivos. Dentre 
os vários fluoróforos explorados, a acridina tem despertado interesse de alguns 
pesquisadores, contudo comparativamente a outras moléculas fluorescentes, ainda são 
poucos os relatos do seu de seus derivados para o desenvolvimento de sensores químicos 
na literatura. Dentro deste contexto, este trabalho reporta a síntese de novos sensores 
químicos baseados na acridina. Do ponto de vista da química de coordenação, estes 
sensores são ligantes polifuncionais com diferentes átomos doadores (-NH2, -OH e –SH) e 
exibem seletividade única para cátions de íons metálicos em solução aquosa. Sendo assim, 
foram sintetizados e caracterizados três sensores fluorescentes: a bis(hidroximetil)acridina 
(LO), a bis(aminometil)acridina (LN) e a bis(hidrogenotiometil)acridina (LS). Para os três 
sensores foram observados um máximo de emissão próximas a 430 nm com rendimentos 
quânticos inferiores a 1%. O ligante LN mostrou-se um sensor de alta sensibilidade para a 
determinação de Zn2+, exibindo intensificação na emissão, explicado pelo mecanismo de 
Transferência de Energia de Dexter, também conhecido como mecanismo de Transferência 
de Carga Fotoinduzida. Os experimentos de Job e Benesi-Hildebrand indicaram a 
formação de um complexo de estequimetria 2:1(metal:ligante) ([Zn2(LN)Cl4]) com 
constante de afinidade igual a 2,43x1014 mol2 L-2, indicando a formação de um complexo 
muito estável. O sensor LN apresentou limite de detecção de 5,36 ?mol L-1, uma faixa de 
resposta linear relativamente ampla, de 17,8 a 600 ?mol L-1. A o uso do sensor L na 
quantificação de Zn2+ foi aprovada em testes de repetitividade e precisão intermediária. 
Quando avaliado sua robustez, o método mostrou que variações no pH e na concentração 
do tampão devem ser evitadas para que haja repetitividade na metodologia. Em ensaios de 
competição, os ânions e os cátions testados não são interferentes importantes na detecção e 
quantificação do íon Zn2+. Quando avaliados os efeitos de matriz foi possível observar que 
o sensor LN se comporta bem em água destilada, mineral e potável, contudo em uma matriz 
mais complexa, como a do fertilizante, o método não se mostrou confiável. O sensor LS se 
mostrou seletivo para íons de metais pesados como Hg2+ e Cd2+, formando complexos na 
razão 1:1 sensor/analito ([Hg(LS)]), havendo supressão parcial da fluorescência (com 
constante de supressão de 1,85x104 mol L-1) segundo os formalismos de Job e Stern-
Volmer. O complexo de mercúrio(II) apresentou constante de formação igual a 
5,14x103 mol L-1 através da equação de Benesi-Hildebrand. O sensor LO não apresentou 
seletividade a nenhum dos cátions testados 
 





Modern analytics methods based in fluorescence have being of great interest due 
to their unique characteristics such as, low cost equipments and high sensitivity. Therefore, 
there is an immediate concern to the development of new Molecular Fluorescent Sensors 
with enhanced sensitive and selective properties. Among several fluorophore molecules, 
acridine is interesting because new reports are seen in the literature. Thus, herein we report 
the synthesis of new chemical sensors based in the acridine. Considering the coordination 
chemistry approach, the molecules are polyfunctional ligands that contain different donor 
atoms (-NH2, -OH and –SH), and exhibited unique selectivity for metal ion cations in 
water solution. The ligands referred to as bis(hydroxymethyl)acridine (LO), 
bis(aminomethyl)adridine (LN) and bis(thiolmethyl)adridine) emits around 430 nm, and 
shows quantum yields lower than 1%. Among them, LN exhibited a high selectivity of Zn2+ 
cations, following by an increase in the fluorescence intensity, and explained by the 
Dexter’s Energy Transfer Mechanism, also known as Photoinduced Charge Transfer 
Mechanism. Job’s and Benesi-Hildebrand’s methods allowed the determination of a 
1:2 sensor-to-analyte stoichiometry ([Zn2(LN)Cl4]), and a high affinity constant of 
2.43x1014 mol2L-2, which is in accordance with a very stable complex. Sensor LN showed a 
limit of quantification for Zn2+ ions as low as 5.36 ?mol L-1, and a large linear response in 
the range of 17.8- 600 ?mol L-1. The method passed the Repetitivity and the Intermediate 
Precision tests, as long the some variables, namely: pH and buffer are kept constant. The 
method also passed the Competition Tests, where no significant interference was found for 
all of the cations and anions tested. The matrix did not offered considerable effects on the 
results for analysis conducted from distilled, mineral and tap water sources, but the method 
failed for more a complex matrix such as a fertilizer. Sensor LS showed selectivity for the 
metal ions, Hg2+ and Cd2+, forming 1:1 sensor/analyte complexes ([Hg(LS)]) as expressed 
by partial quenching of the measured luminescence (with a calculated quenching constant 
of 1.85x104 mol L-1) supported by Stern-Volmer’s and Job’s formalisms. The mercury(II)-
complex exhibit a formation constant of 5.14x103 mol L-1 calculated by the Benesi-
Hildebrand’s equations. At last, ligand LO did not show any selectivity for the cations 
tested. 
 
Keywords: Molecular Fluorescent Sensors, Acridine, Polyfunctional ligands, Zinc, 
Mercury.
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1.  INTRODUÇÃO 
 
Um sensor químico pode ser definido como um dispositivo capaz de detectar 
variações físicas e/ou químicas, como uma espécie química que reconhece a presença de 
um analito com uma mudança mensurável1. Idealmente, um sensor químico deve ser 
seletivo para uma molécula de analito frente às moléculas de outra natureza e também deve 
permitir que a concentração do analito seja monitorada1. 
O reconhecimento molecular ocorre na parte denominada como receptor destes 
sensores.1 Para que este reconhecimento ocorra características como a geometria, tamanho, 
o número a natureza e a posição de átomos ou grupos doadores de densidade eletrônica 
presentes no ligante devem ser consideradas em função da natureza da espécie de 
interesse2. Desta forma pode-se planejar sensores com maior afinidade para analitos com 
determinadas particularidades. Permitindo a síntese de sensores com alta especificidade e 
seletividade baseada na interação/ligação receptor-analito3. A ligação do analito nesta parte 
da molécula é expressa na forma de  mudança de propriedades físico-químicas do sensor. 
Estes sensores podem ser classificados conforme o tipo de propriedade que é 
alterada na presença do analito podendo ser óptico, eletroquímico, magnéticos ou térmicos, 
sendo os dois primeiros tipos citados os mais comuns4–6. Em sensores eletroquímicos, uma 
unidade ativa redox é associada a um receptor. A ligação da analito causa uma alteração 
nas propriedades redox do receptor e esta mudança é medida, por exemplo, por técnicas 
eletroquímicas. Em sensores ópticos, as propriedades fotofísicas como absorbância, 
reflectância, fluorescência, índice de refração e espalhamento de luz, são alteradas com a 
ligação da molécula de interesse ao receptor7–10. Este tipo de sensor tem ganhado destaque 
na literatura, devido à sua simplicidade operacional, onde a detecção pode ser feita a olho 
nu, por espectrofotometria ou fluorimetria, enquanto outros métodos requerem 
instrumentação de alto custo6,9. Outro fator que tem atraído o interesse, é que quando 
aplicadas em amostras biológicas, estes sensores ópticos não resultam na destruição de 
células e tecidos. Como alternativa a esses métodos, os sensores fluorescentes têm 
demonstrado serem ferramentas poderosas para a geração de imagens não destrutivas da 
distribuição intracelular de analitos em células isoladas7. Por isso, os métodos ópticos, 
como a espectrofotometria UV e a detecção baseada na fluorimetria, têm recebido bastante 
destaque na literatura11. Além de ser uma metodologia simples, barata, altamente sensível e 






A luminescência é o fenômeno que descreve a emissão de fótons por corpos frios, 
após excitação por absorção de fótons pelo material8,13.Onde as moléculas absorvem a 
radiação, indo para estados excitados e estes estados de maior energia decaem 
radiativamente.  
Quando a radiação eletromagnética interage com a matéria ela pode ser absorvida ou 
espalhada. A absorção de radiação eletromagnética por átomos e moléculas gera espécies 
excitadas (como mostrado no Esquema 1 pelas transições S0→S1 e S0→S2), que para 
retornar ao seu estado fundamental liberam energia por diversos mecanismos, como 
mostrado no Esquema 1, sendo os processos de relaxação não-radiativos (transições 
S1→S0, S2→S0, S2→S1 e T1→S0 do Esquema 1, representado pelas linhas tracejadas no 
Esquema 1), como o vibracional, o mais comum. Embora todas as moléculas apresentem a 
capacidade de absorver radiação, apenas algumas apresentam a propriedade de decair 
radiativamente e emitindo seu excesso de energia como fótons e esta propriedade é 
conhecida como fotoluminescência. A liberação deste fóton pode ocorrer por processos 
distintos: fluorescência e a fosforescência.8,14 
Estes dois processos diferem quanto à multiplicidade de spin eletrônico da 
molécula nos estados excitado e fundamental envolvidos na emissão. Na fluorescência 
observa-se que a multiplicidade de spin dos estados envolvidos é retida, como visto na 
transição S1→S0 do Esquema 1, enquanto que na fosforescência existem mudanças na 
multiplicidade de spin dos estados, como transição T1→S0 presente no Esquema 1,onde a 
transição envolver um estado tripleto e outro simpleto da molécula, o estado de tripleto é 
gerado pelo cruzamento interssistemas durante o decaimento vibracional da molécula. E 
como reflexo, a emissão por fosforescência ocorre de forma muito mais lenta, devido à 






Esquema 1: Diagrama de Jablonski, mostrando os processos de decaimentos após uma molécula absorver 
radiação eletromagnética. S0 é o estado fundamental, S1 e T1 são os estados singletos e tripletos de menor 
energia, respectivamente. S2 é o segundo estado singleto. As setas continuas representam os processos 
envolvendo fótons, e as setas tracejadas são as transições não-radiativas. 
 
Devido à perda de energia por processos não radiativos, a emissão sempre ocorre 
em comprimentos de onda maiores que a excitação. A diferença entre os máximos de 
absorção(?ex) e emissão(?em) é conhecida como deslocamento Stokes18. 
Nem todos os fótons absorvidos resultam em emissão de luz devido aos 
relaxamentos não radiativos. A razão entre a quantidade de fótons emitidos e absorvidos é 
denominado rendimento quântico (?), que descreve a eficiência de emissão do fluoróforo. 
Outro parâmetro importante é o tempo de vida da fluorescência (?), um valor diretamente 
proporcional ao tempo que a espécie permanece em seu estado excitado e à sua 
estabilidade. Essas propriedades do estado excitado formado são determinadas pela 
natureza da espécie fluorescente e do meio em que está dissolvida. 
O uso de propriedades de emissão com fim analítico em análises de detecção e 
quantificação de substâncias é conhecido como fluorimetria. A intensidade de emissão é o 
parâmetro mais usado. A fluorescência para fins analíticos é multidimensional, e considera 
vários parâmetros como alterações no espectro de emissão e a variação no tempo de vida 
do fluoróforo excitado na presença do analito. Em razão da alta sensibilidade das medidas 
de fluorescência, elas estão também sujeitas a vários efeitos de interferência, o que requer 




excitação e emissão da amostra, efeitos de reabsorção da amostra, efeitos de solvente na 
intensidade de emissão da amostra, emissão do solvente, largura de fenda de excitação e 
detecção, e interferência de outros analitos presentes em solução17,19,20. Por outro lado, esta 
grande sensibilidade pode ser usada no desenvolvimento de sensores de diversos tipos15.  
Quando um analito é fluorescente, a detecção direta é possível por meio do espectro 
de emissão característico desta espécie. Esta abordagem têm sido aplicada em análises 
diversas em processos industriais e monitoramento de espécies de relevância ambiental 
como de poluentes de ar e água, óleos, alimentos, drogas, na determinação de 
hidrocarbonetos aromáticos em diversas matrizes como óleos brutos e solos contaminados 
e de alguns compostos naturais como aminoácidos aromáticos, como fenilalanina, tirosina 
e triptofano; vitaminas como retinol e o ácido fólico; coenzimas como o FAD e NADH em 




Figura 1: Compostos fluorescentes de ocorrência natural. 
 
Contudo a fluorescência não é um fenômeno corriqueiro e a maioria das espécies de 
interesse não apresenta esta propriedade, fazendo-se necessário o uso de métodos de 
detecção indiretos para determinação de uma vasta classe de substâncias como cátions (H+, 
Li+, Na+, K++, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Pb2+, Al3+, Cd2+, Hg2+, etc.), ânions (halogenetos, citratos, 
carboxílatos, fosfatos, ATP, etc.), gases (O2, CO2, NO, etc.), analitos bioquímicos 
(aminoácidos, coenzimas, carboidratos, nucleotídeos, etc.) e macromoléculas biológicas 
(proteínas, DNA, etc.) em vários tipos de matrizes. Este tipo de metodologia faz o uso de 







1.2. Sensores Moleculares Fluorescentes 
 
Os primeiros sensores fluorescentes foram introduzidos na década de 1970, 
ganhando destaque na década seguinte, quando o primeiro sensor fluorescente de cálcio foi 
combinado com um método para entregar tal molécula de forma não invasiva e irreversível 
através das membranas plasmáticas de células. Isso forneceu a primeira tecnologia usada 
rotineiramente para estudar homeostase dos íons em sistemas celulares in vivo9. Nos 
últimos 25 anos, este tipo de sensor tem atraído um interesse significativo devido a sua 
potencial aplicação em pesquisas biológicas e ambientais, com destaque para a 
determinação de íons metálicos7,9. Além disso, a grande melhora na resolução dos 
instrumentos também deu impulso para o desenvolvimento de novos sensores em especial 
para íons metálicos em solução, em sistemas in vitro e in vivo9.  
Um sensor molecular fluorescente pode ser descrito como uma molécula que 
responde a estímulos externos através de alterações em suas propriedades de emissão 
radiativa15. Segundo Fabbrizzi e colaboradores1,4,12,20,21, estes sensores são constituídos por 
dois componentes fundamentais: uma unidade fluorescente ativa e uma unidade de 
controle, como mostrado na Figura 2. A unidade ativa do sensor consiste em grupo 
fluoróforo e a unidade de controle ou receptor, que é a parte que interage com o analito, ou 
seja, esta parte é a responsável pelo reconhecimento. A ligação do analito ao receptor pode 
mudar as propriedades de emissão, como o aumento ou supressão da intensidade 




Figura 2: Ilustração dos componentes de um sensor químico fluorescente. Onde o sensor é composto por 
uma região de sinalização representada pelo fluoróforo (em amarelo) e uma região de reconhecimento do 




Introduzidos pelos trabalhos de Lehn, Pedersen e Cram2 os conceitos de 
supramolecularidade, levaram à criação de moléculas capazes de reconhecimento 
molecular e seletivas para vários analitos. Assim o desenvolvimento de novos sensores 
baseados na interação intermolecular sensor-analito ganhou um grande impulso. Sob o 
ponto de vista da química de coordenação existe um maior interesse no desenvolvimento 
de moléculas que atuem no reconhecimento de íons metálicos, e vários trabalhos foram 
descritos explorando ligantes multidentados, lineares, tripodais e macrocíclicos. O 
“design” de tais sensores envolve muitos aspectos a serem considerados, como a 
sensibilidade e a seletividade da interação metal-ligante, natureza do solvente, temperatura, 
força-iônica e pH. A afinidade depende também das características do ligante, como o 
número e da natureza dos átomos ou grupos doadores de pares de elétrons para atender às 
características do analito (relação carga/raio e natureza química)1,23,24.  
Os principais sensores são baseados em pequenas moléculas orgânicas que 
estruturalmente apresentam insaturações que formam longos sistemas ? conjugados em um 
sistema planar14, como as estruturas mostradas na Figura 3. É conhecida uma grande 





Figura 3: Estruturas presentes em diversos esqueletos de sensores fluorescentes disponíveis comercialmente 
e descritos na literatura. 
 
Entre as moléculas sintéticas mais usadas sem dúvida os derivados sintéticos do 
xanteno, como a fluoresceína e rodamina, são as mais populares (Figura 4Figura 4). Uma 
peculiaridade destes compostos é a formação da espirolactona, que não é fluorescente e 
cuja reação de abertura foi amplamente estudada na literatura em ensaios analíticos do tipo 
“Turn on”. A importância analítica desta classe reflete-se na grande quantidade e 







Figura 4: Estrutura do xanteno e seus derivados usados como sondas fluorescentes e esquema de formação 
da espirolactona. 
 
A coordenação de um íon metálico pode causar uma intensificação da emissão de 
fluorescência, chamado efeito CHEF (do inglês Chelation Enhanced Fluorescence Effect); 
ou uma supressão da fluorescência, chamado CHEQ (do inglês Chelation Enhancement 
Queching Effect).  
Recentemente foi descrito por nosso grupo de pesquisa a síntese de quatro ligantes 
polidentados contendo fluoreno como grupamento fluoróforo25,26, obtidos através da 
condensação de Schiff usando diferentes aldeídos com a diamidoamina substituída, como 
os descrito na Figura 5. Os resultados mais promissores foram com os dois ligantes 
acíclicos derivados da 2-formilpiridina e do salicilaldeído, e ambos os sistemas foram 
testados para a identificação e quantificação de íons metálicos, com destaque para íons de 
Cu2+. A quantificação foi sinalizada pela supressão da intensidade fluorescente do sistema. 
Para um dos ligantes, o estudo mostrou um limite de detecção (LOD) de aproximadamente 
0,038 ?molL-1 para o íon de Cu2+, considerado baixo quando comparado a sistemas 
análogos, com a formação de um complexo com estequiometria 1:2 (Ligante:Metal) e alta 






Figura 5: Ligantes derivados do fluoreno sintetizados para íons Cu2+ 25.Mostrando as regiões associadas ao 
fluoróforo (em laranja) e ao receptor (em azul) dos sensores moeleculares. 
1.3. Acridina 
 
A acridina é um composto azo-heterocíclico análogo ao antraceno onde um grupo 
CH é substituído por um nitrogênio como heteroátomo, como mostrado na Figura 6. 
Compostos derivados de acridina vêm sendo bastante explorados e sintetizados na 
literatura em função de suas propriedades como corantes para a síntese de sondas 
fluorescentes em meio biológico, na preparação de compostos fotossensibilizadores para 
células solares e em terapia fotodinâmica; e por sua atividade biológica como agente 
antimicrobiano, antibacteriano, antitumoral, antiHIV, antimalárica e intercalante de 
DNA27. Recentemente, algumas bis- e tetra-acridinas também mostraram atividade 




Figura 6: Estrutura da acridina e do antraceno. 
 
A acridina e seus derivados têm despertado a atenção de pesquisadores devido a sua 
propriedade de fluorescência28–30. Contudo, ainda são poucos os relatos do seu uso para o 




cumarina. Na Figura 7 são apresentados alguns derivados presentes na literatura aplicados 
como sensores.   
 
 
Figura 7: Estrutura de alguns ligantes derivados de acridina aplicados como sensores de íons na 
literatura28,31. 
 
Ligantes macrocíclicos contendo o grupo acridina, como o ligante A ilustrado na 
Figura 7, foram preparados e caracterizados estruturalmente por Zhang e colaboradores32. 
Estes foram aplicados como sensores para a detecção de íons dihidrogenofosfatos e a 
seletividade mostrou-se dependente do tamanho da cavidade macrocíclica e da sua rigidez. 
Foram observados eventos de fluorescência induzidos pela interação com o íon H2PO4- 
através de ligações de hidrogênio com o ligante, levando a deslocamentos batocrômicos de 
36 a 126 nm, resultando em mudanças significativas de cores da luminescência, do azul ao 




formado por duas moléculas, onde uma das moléculas encontra-se no estado excitado e a 
outra em seu estado fundamental8) através de interações ??? stacking32. 
Ligantes do tipo tioéter-azacoroa (Ligante B da Figura 7) foram preparados por Lee e 
colaboradores33 para a detecção de íons mercúrio e cádmio em células mamárias através da 
intensificação seletiva da fluorescência. A seletividade por estes metais é atribuída à natureza 
macia dos átomos doadores (base de Lewis) presentes na coroa.  
O ligante ácido Acridinil-tetraacético (Ligante C da Figura 7) descrito por Wang e 
colaboradores34 mostrou-se seletivo para íons Cu2+, formando um complexo de estequiometria 
1:1 e limite de detecção de 1,2x10-4 mol L-1 em soluções aquosas tamponadas em pH = 7,4. 
Outro novo sensor altamente seletivo para íons de Cd2+ foi relatado por Wang e 
colaboradores28. Trata-se do 4,5-Bis(N,N-di(2-hidroxietil)aminometil)acridina) (Ligante D da 
Figura 7), que forma um complexo 1:1 com íons de Cd2+ e um limite de detecção em meio 
aquoso de 1.3x10-7 mol L-1. Recentemente, Zhou e colaboradores31 descreveram o uso da 4,5-
Bis(hidroximetil)acridina (Ligante E da Figura 7) como quimiossensor seletivo para íons de 
paládio(II) em solução aquosa. 
Neste sentido, este projeto tem como objetivo ampliar o conhecimento químico, 
em especial, a química de coordenação, de ligantes luminescentes derivados de acridina, 
funcionalizados com diferentes grupos que atuam como bases de Lewis, permitindo 
investigar e averiguar a possível aplicação destes ligantes como quimiosensores para íons 





2.  OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivos Gerais  
Sintetizar e caracterizar sensores moleculares luminescentes derivados de acridina 
com átomos doadores de diferente natureza, estudar suas propriedades fotofísicas e sua 
potencial aplicação na detecção de íons metálicos.  
 
2.2. Objetivos Específicos  
? Preparar e caracterizar os ligantes/sensores quelatos 4,5-Bis(aminometil)acridina 
(LN), 4,5-Bis(hidroximetil)acridina (LO) e 4,5-Bis(hidrogenosulfumetil)acridina 
(LS) (Esquema 2). 
? Caracterizar os produtos por análise elementar, espectrometria de massas, técnicas 
espectroscópicas como: emissão fluorescente, absorção nas regiões do Ultravioleta-
Visível (UV-Vis) e do Infravermelho (FTIR) e Ressonância Magnética Nuclear 
(RMN). 
? Estudar as propriedades fotofísicas dos ligantes (rendimento quântico dos processos 
de emissão radiativa e tempos de vida de estados excitados). 
? Investigar a potencialidade destes ligantes para o reconhecimento e a seletividade 
de cátions metálicos, e determinar as melhores condições para detecção de íons 
(sistemas de solventes, pH, limites de detecção e competição com outros íons). 
? Investigar a estequiometria dos complexos formados em solução pelo método de 
Job e as afinidade relativas dos ligantes pelos íons metálicos através dos 
formalismos de Stern-Volmer e Benesi-Hildebrand. 
? Estabelecer as principais figuras de mérito e validar o método analítico. 
? Aplicar o método otimizado em amostras de água de diferentes origens. 
 
Esquema 2: Sensores derivados da acridina usados neste projeto. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Reagentes e Solventes 
 
Acetato de Etila (Merck); Ácido Clorídrico (Alphatec); Ácido Sulfúrico (Biotec); Acridina 
(Aldrich); Antraceno (Aldrich); Brometo de Potássio (Aldrich); Bromometil-metil-éter 
(Aldrich); Carbonato de Cálcio (Ecibra); Cloreto de Sódio (Dinâmica); Cloreto de Lítio 
hidratado (Aldrich); Cloreto de Amônio (Dinâmica); Cloreto de tetrametilamônio 
(Aldrich); Cloreto de Magnésio (Vetec); Cloreto de Alumínio (Vetec); Cloreto de Potássio 
(Merck); Cloreto de Cálcio (Vetec); Sulfato de Vanadila (Aldrich); Cloreto de Cromo 
(Aldrich); Dicromato de Potássio (Alphatec); Cloreto de Manganês (Vetec); Permanganato 
de Potássio (Merck); Cloreto Ferro (III) Hexahidratado (Aldrich); Cloreto de cobalto (II) 
Hexahidratado (Dinâmica); Cloreto de Níquel Hexahidratado (Aldrich); Cloreto de Zinco 
(Aldrich); Cloreto de Zirconila octahidratado (Riedel-de Haën laboratory chemicals); 
Cloreto de Rutênio(III) (Aldrich); Cloreto de Paládio (Aldrich); Nitrato de Prata (Biotec); 
Cloreto de Cádmio (Fischer); Cloreto de Estanho (Ecibra); Cloreto de Mercúrio (Reagen); 
Cloreto de chumbo (Biotec); Clorofórmio (Alphatec); Diclorometano (Synth); 
Dimetilsulfóxido (Synth); Dioxano (Aldrich); Etanol (Dinâmica); Éter Etílico (Alphatec); 
Hidrazina hidratada - Solução aquosa 64% (Across); Hidróxido de Sódio (Synth); N-
Hidroxiftalimida (Aldrich); Metanol (Dinâmica); Sílica gel, para cromatografia, 0,030-200 
mm 60A (Across); Sulfato de Magnésio Anidro (Merck); Tiouréia (Carlo Erba). 
Água Ultrapura foi obtida em sistema Millipore® Milli-Q system (R = 18,2 MΩ.cm). 
Todos os reagentes e solventes foram utilizados sem tratamento prévio. 
 
3.2. Condições de Atmosfera Inerte 
 
 A síntese da Bis(bromometil)acridina (precursor 1) foram conduzidas utilizando 
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3.3. Análise Instrumental 
 
3.3.1.  Análise Elementar 
 
Os teores de carbono, hidrogênio e nitrogênio foram determinados na Central Analítica do 
Instituto de Química da Universidade de São Paulo (USP), em um equipamento Perkin-
Elmer, modelo CHN 2400. 
 
3.3.2.   Espectroscopia Vibracional de Absorção na Região do Infravermelho com 
Transformada de Fourier (FTIR) 
 
 Os espectros FTIR foram registrados no espectrômetro Bio-Rad Excallibur Series, 
modelo FTS3500GX, na região de 4000 a 400 cm-1, com resolução de 2 cm-1, utilizando 
brometo de potássio (KBr) como meio dispersante. 
 
3.3.3.  Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio 
(1H-RMN) e Carbono (13C-RMN e DEPT-135) 
 
 Os espectros de 1H-RMN, 13C-RMN e DEPT-135 foram coletados em um 
espectrômetro BRUKER Model DRX de 200 MHz e campo de 4,7 Tesla do Departamento 
de Química da Universidade Federal do Paraná. Os espectros bidimensionais foram 
adquiridos em espectrômetro Bruker 400 MHz Advance HD no Laboratório de RMN do 
Departamento de Bioquímica no Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 
Paraná. Os deslocamentos químicos foram determinados em relação ao tetrametilsilano 
(TMS) ou 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfonato de sódio (DSS). 
 
3.3.4.  Espectrometria de massas de alta resolução (HR-MS) 
 
Os espectros de massa foram registrados na Central Analítica do Instituto de 
Química da Universidade de São Paulo (USP), em um equipamento MicroTof Bruker 
Daltonics de fonte ESI (Ionização por Eletrospray) com analisador TOF (Tempo de vôo) 
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de alta resolução (10000 FWHM), com injeção de amostra por infusão direta no 
Equipamento. 
 
3.3.5.  Espectroscopia Eletronica de Absorção na Região do UV-vis 
 
Os espectros eletrônicos foram obtidos utilizando o Hewlett Packard modelo 8452A 
de varredura rápida, com cela de quartzo com 1 cm de caminho óptico na região de 190 nm 
a 820 nm. 
 
3.3.6.  Espectroscopia de emissão fluorescente 
 
As análises de excitação/emissão fluorescente e determinação de rendimento 
quântico foram realizadas no Laboratório de Polímeros Paulo Scarpa – UFPR em um 
espectrofluorímetro Shimadzu modelo RF5301-PC, com detector de potência igual a 800 
volts, e com velocidade de varredura igual a 600 nm min.-1. O comprimento de onda para 
excitação da amostra foi fixado em 355 nm. Os espectros de varredura de emissão e 
excitação dos ligantes foram realizados em um espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse na 
UTFPR-sede Ecoville. Antes das medidas, as soluções foram desoxigenadas com argônio, 
visto que o O2 é altamente solúvel e um supressor colisional eficiente. As aberturas de 
fenda (“slit”) de excitação e detecção de emissão usadas nas análises encontram-se nas 
legendas das respectivas figuras. 
As medidas de rendimento quântico foram realizadas em um espectrofluorímetro 
Hitashi F-4500, no IFSC da USP-São Carlos, em colaboração com o Prof. Dr. Leonardo de 
Boni. Foi usado acridina (?????= 1,5%) e antraceno (?????= 20,0%) como referência, em 
metanol. Os valores de rendimento quântico foram determinados pela seguinte equação: 
 
 ?? ? ????? ?
? ???? ??







Sendo: ?? = rendimento quântico 
????= intensidade de emissão fluorescente 
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?= quantidade de luz absorvida no comprimento de onda de excitação e 
descrita como?? ? ? ? ?????????, onde ? corresponde a Absorbância. 
?= índice de refração do solvente 
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3.4. Metodologia 
3.4.1.  Síntese dos ligantes 
 
Os precursores (1, 2 e 3,) e os sensores (LO, LN) derivados da acridina foram 
sintetizados a partir de procedimentos descritos na literatura35–37. A hidrólise do precursor 
3 para obtenção do sensor LS foi realizada em meio básico com sucesso, obtendo assim um 




Esquema 3: Rota sintética dos sensores derivados da acridina. 
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3.4.1.1. Precursor 4,5-Bis(bromometil)acridina (1) 
 
A síntese do composto 1 foi realizada conforme adaptação da metodologia descrita 
por Chiron e Galy38. 
Em um balão de Schlenk foi adicionada acridina (2,00 g; 11,16 mmol) em 25 mL 
de ácido sulfúrico concentrado, gerando uma solução amarela intensamente fluorescente. 
Esta solução foi agitada e submetida a cinco ciclos de vácuo e injeção de argônio. Esta 
solução foi resfriada em um banho de gelo, e sob fluxo de argônio adicionou-se 4,00 mL 
bromometil-metil-éter (6,12 g; 49 mmol) formando imediatamente uma solução levemente 
alaranjada. O balão foi conectado ao condensador e o sistema foi aquecido a 50 ºC sob 
agitação magnética. Na primeira hora de reação observou-se a mudança de cor para uma 
solução fortemente alaranjada e o início da formação de uma segunda fase 
vermelho-sangue e liberação de um gás alaranjado, provavelmente Br2 gerado em função 
do meio extremamente oxidante. A reação foi mantida por 12 horas e resfriada até a 
temperatura ambiente. A solução resultante foi vertida sobre 80 g de gelo picado formando 
uma suspensão de um sólido amarelo-escuro que foi mantida sob agitação por 1 hora. O 
sólido foi isolado por filtração a vácuo, seco sob vácuo e dissolvido em CHCl3. A solução 
amarela foi seca com MgSO4, filtrada e concentrada em evaporador rotatório sob vácuo 
resultando num sólido fino amarelo que foi lavado com éter etílico e seco sob vácuo. 
Rendimento: 3,23 g (83,0%). 
 
3.4.1.2. Síntese do precursor 4,5-Bis(N-ftalimetil)acridina (2) 
 
O precursor 2 foi sintetizado utilizando as metodologias de Hess e Stwert35 e de 
Laronze-Cochard e colaboradores36. 
 Em um balão contendo 10 mL de ácido sulfúrico concentrado adicionou-se 
pequenas porções de N-hidroxiftalimida (3,54 g; 2 mmol) até a completa dissolução do 
sólido resultando numa solução viscosa levemente amarelada. Nesta solução foi adicionada 
gradualmente 1,8 g (1 mmol) de acridina, formando uma solução amarelo-canário que foi 
deixada sob agitação por 1 semana a temperatura ambiente. Após este período observou-se 
um escurecimento da solução para amarelo-caramelo. Esta solução foi vertida em 40 g de 
gelo formando uma suspensão de um sólido bege que foi mantida sob agitação por 1 hora. 
Esta suspensão foi tratada com NaOH até atingir pH 11, o sólido obtido foi filtrado sob 
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vácuo e lavado com 30 mL de água destilada e mantido sob vácuo por 3 horas o sólido 
resultante, ainda úmido, foi dissolvido em 250 mL de diclorometano. Esta solução foi 
lavada com 150 mL de solução saturada de NaCl, a fase orgânica resultante foi seca com 
MgSO4 e concentrada no rotoevaporador resultando em um pó fino bege (3,15 g; 63%). 
 
3.4.1.3. Síntese do precursor bromidrato 4,5-Bis(tioureidometil)acridina (3·HBr) 
 
A síntese do precursor 3 foi realizada conforme proposta por Zhang e 
colaboradores39. 
Em um balão contendo 30 mL de uma solução etanólica do precursor 1 
(1,00 g; 2,74 mmol), a 80 ºC e sob agitação, foi adicionada 5 mL de uma solução etanólica 
de tiouréia (420 mg; 5,48 mol). Esta solução foi mantida sob refluxo por 16 horas 
formando uma suspensão fina de um sólido amarelo; esta foi concentrada a vácuo até 
metade do volume. O sólido foi isolado por filtração a vácuo, resultando num pó amarelo-
mostarda o qual foi lavado com etanol gelado e éter etílico (630 mg; 65%). 
 
3.4.1.4. Síntese do ligante cloridrato de 4,5-Bis(aminometil)acridina (LN) 
 
A 4,5-Bis(N-ftalimetil)acridina (2) foi hidrolisada por duas metodologias distintas, 
sendo a primeira descrita por Hess35 e a segunda descrita por Laronze-Cochard e 
colaboradores36. 
Metodologia 1: Em um balão contendo 60 mL de uma solução de HCl (6 mol L-1) 
adicionou-se a 4,5-Bis(N-ftalimetil)acridina (1,00 g; 2 mmol) formado uma suspensão fina 
amarela que foi deixada sob refluxo por 24 horas. Essa suspensão foi filtrada e o sólido 
fino e amarelo obtido foi lavado com metanol e éter etílico e seco sob vácuo (450 mg; 
72%). 
Metodologia 2: Em um balão contendo uma suspensão metanólica (100 mL) da 
4,5-Bis(N-ftalimetil)acridina foi adicionada 5 mL de uma solução aquosa de hidrazina 
hidratada (≈ 88,4 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente, sob atmosfera de 
argônio, por 24 horas. A solução amarela obtida foi concentrada em rotoevaporador, 
resultando em um óleo avermelhado, que foi lavado com 150 mL de diclorometano 
(3 x 50 mL). A fase orgânica da lavagem foi lavada com 30 mL de uma solução aquosa de 
NaOH 1,0 mol/L, seca com MgSO4 e concentrada no rotoevaporador, produzindo um óleo 
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amarelo. Este óleo foi dissolvido em 15 mL de metanol e adicionou-se 2 mL de uma 
solução metanólica saturada de HCl, levando a precipitação de um sólido amarelo 
brilhante. Este sólido foi filtrado e lavado com 10 mL de metanol e 10 mL de éter etílico 
(165 mg; 27%). 
 
3.4.1.5. Síntese do ligante 4,5-Bis(hidroximetil)acridina (LO) 
 
O ligante LO foi sintetizado utilizando metodologia descrita por Chiron e Galy38 e 
purificado conforme descrição de Di Giorgio e colaboradores37.  
Em um balão de Schlenk, sob atmosfera de argônio, foram adicionados 40 mL de 
uma solução do precursor 1 (1,00 g; 2,47 mmol) em uma mistura (1:1) de água/dioxano e 
CaCO3 (1,37 g; 14,0 mmol), formando uma suspensão fina, que foi mantida por 4 horas em 
refluxo a 120 ºC. Após este período a suspensão foi resfriada e o sólido (CaCO3) foi 
removido por filtração. O sobrenadante foi extraído com diclorometano (3x50 mL). As 
fases orgânicas foram misturadas, lavadas com 50 mL de solução saturada de NaCl, secas 
com MgSO4 e o solvente foi removido em evaporador rotatório. O produto (720 mg) foi 
purificado por cromatografia em coluna de sílica gel (0,030-200 mm 60A), utilizando uma 
mistura 1:1 de CH2Cl2/acetato de etila como fase móvel, resultando em um sólido amarelo 
pálido (432 mg; 73%). 
 
3.4.1.6. Síntese do ligante 4,5-Bis(hidrogenotiometil)acridina (LS) 
 
O ligante LS foi sintetizado por hidrólise, em meio básico, da função química 
tioureída, uma rota clássica na obtenção de grupos tióis em moléculas orgânicas40,41. 
O precursor 3 (400 mg; 0,77 mmol) foi solubilizado em 30 mL de etanol e a esta 
solução adicionou-se 5 mL de uma solução etanólica de NaOH.  A mistura ficou sob 
refluxo por 4 horas. Após, o volume da solução foi reduzido sob vácuo até cerca de 10 mL, 
precipitando um sólido amarelo-claro que foi isolado por filtração. Este sólido foi lavado 
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3.4.2.  Determinação do pKa do Ligante LN 
 
Foram tituladas soluções aquosas dos sensores em concentração de 5,0x10-4 mol L-1 
utilizado soluções de KOH e HCl 1,0 mol L-1 para o controle do pH, na presença de KCl 
(0,10 mol L-1) para manter a força iônica As medidas de pH foram realizadas usando um 
eletrodo de vidro combinado, acoplado a um medidor de pH marca Luton modelo PH-221 
e eletrodo PHOX modelo G10. O ponto de inflexão da curva de pH versus volume de 
titulante fornece o volume correspondente ao ponto de equivalência. Por definição, o pKa é 
numericamente igual ao pH quando a razão [LN]/[HLN]+ = 1, e, portanto, é numericamente 
igual ao valor de pH correspondente à metade do volume do ponto de inflexão. 
 
3.4.3.  Preparo de Solução Tampão Tris-HCl-KOH 
 
A solução foi preparada com a adição de 7,88 g (0,05 mol) de cloridrato de 
tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCl) em 300 mL de água ultrapura até completa 
solubilização. A esta solução adicionou-se uma solução saturada de KOH em água 
ultrapura até o pH chegar em 8,20. A solução resultante foi transferida para um balão 
volumétrico onde o volume foi levado a 500 mL com água. Esta solução foi armazenada e 
utilizada dentro do prazo máximo de uma semana nos ensaios de sensibilidade dos 
sensores aos cátions. 
 
3.4.4.  Avaliação de sensibilidade dos sensores frente a presença de diferentes 
cátions em solução 
 
Para estes experimentos foram preparadas soluções equimolares contendo o sensor 
e cátion. Em um balão volumétrico de 5 mL adicionou-se 100 ?L de solução aquosa 
(5 mmol L-1) do sensor (no caso do sensor LO utilizou-se DMSO em função deste não se 
solubilizar em água) e 50 ?L de solução aquosa (10 ?mol L-1) com os respectivos sais e a 
mistura foi levada até o volume final de 5,0 mL com uma solução tampão (Tris-HCl-KOH, 
pH = 8,20). As concentrações finais do ligante e do cátion são de 100 ?mol L-1. Esta 
solução foi analisada por espectroscopia de emissão, usando como comprimento de 
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excitação 355 nm, com slit de excitação e emissão iguais a 3 e 10 mm, respectivamente. 
Para cada cátion avaliado, as medidas obtidas foram realizadas em triplicatas.  
 
3.4.5.  Determinação de estequiometria dos complexos formados em solução  
 
Para esta finalidade empregou-se a metodologia de Job ou o método das Variações 
Contínuas. É a forma mais popular de determinar a estequiometria dos complexos. Supõe-
se que o complexo [MmLn](onde M é a espécie metálica e L o ligante) é o único a ser 
formado em solução e, portanto, o único responsável pela variação de uma propriedade 
como absorbância, intensidade de emissão ou deslocamento químico, por exemplo. No 
gráfico onde monitora-se várias razões molares de L0/M0 sem alterar a concentração total 
dos reagentes, ou seja, [L] + [M] = constante, espera-se encontrar o seu máximo ou mínimo 
da variação da propriedade monitorada para uma solução onde a razão [L]:[M] = n:m. 
Desta forma preparou-se duas soluções 1,0 x10-4 mol L-1 (50 mL) do ligante e do 
metal e a partir da mistura destas em diferentes proporções de forma que o volume final 
sempre fosse igual a 5,0 mL. Estas soluções foram monitoradas por fluorescência no 
comprimento de onda do máximo de emissão. Com base nestes dados registrou-se uma 
curva da variação da intensidade de emissão fluorescente (?Femissão) em função da razão 
molar com a finalidade de obter-se a estequiometria do complexo formado em solução. 
 
3.4.6.  Determinação das constantes de estabilidade e de supressão dos complexos 
formados em solução 
 
A constante de formação dos complexos foi determinada através da abordagem 
descrita por Benesi-Hildebrand, metodologia bastante difundida na literatura, nela 
correlaciona-se a intensidade de emissão do sensor com a concentração do agente 





? ? ? ?
?
??? ? ???? ?????? ?
?
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Sendo: ? = Intensidade de emissão na presença do analito 
?? = Intensidade de emissão na ausência do analito 
? = Constante de formação do complexo 
???= concentração do agente supressor ou intensificador de fluorescência; 
neste trabalho, em sua maioria são cátions de íons metálicos. 
Os efeitos de supressão de fluorescência são comumente descritos através do 




? ? ? ? ????????
? ? ? ? ???????? 
 
(3) 
Sendo: ? = Intensidade de emissão na presença do analito 
??= Intensidade de emissão na ausência do analito 
 ??= Constante cinética bimolecular de supressão (associada a eficiência do agente 
supressor)  
 ??= Tempo de vida do estado excitado na ausência do supressor 
??? = Constante termodinâmica de formação do complexo (associada à afinidade 
metal-ligante) 
?= Razão m:n determinada pelo método de Job 
???= Concentração do agente supressor de fluorescência 
 
3.4.7.   Estimativa das figuras de mérito e validação do uso dos ligantes como 
metodologia analítica na determinação dos cátions de interesse  
 
Para a determinação das figuras de mérito foram fixados parâmetros mostrados na 








Materiais e Métodos 
 
Tabela 1: Parametros nominais da metodologia analítica proposta. 
Parâmetros Nominais 
Slit de excitação 1,5 mm 
Slit de emissão 3,0 mm 
Velocidade de varredura Rápida (250 nm min-1) 
Comprimento de onda monitorado 450 nm 
Temperatura 25 °C 
pH 8,20 (Tampão Tris-HCl-KOH; 0,01 mol L-1) 
Atmosfera de argônio Não 
Armazenagem após preparo das amostras 18 horas, em temperatura ambiente 
 
Para estimativa dos valores dos Limites de detecção (???), Limites de 
quantificação (???), Faixa de resposta Linear e Sensibilidade (?) construiu-se uma curva 
analítica com todos os pontos em triplicata. 
A faixa de resposta linear foi obtida até que o coeficiente de determinação (R2) 
fosse superior a 0,990 quando aplicada uma Regressão pelo Método dos Mínimos 
Quadrados indicando a melhor adequação ao modelo aplicado onde ? ? ?? ? ?? ? ??? 
onde ? corresponde a intensidade de emissão, ? é a sensibilidade analítica, representada 
pela inclinação da reta, e ?? é a concentração do analito. 
Os valores de ??? e ??? foram estimados pelas Equações (1)45: 
 
 ??? ? ? ? ????????  (4) 
 
 
??? ? ?? ? ????????  
 
(5) 
Sendo que ?Branco é a estimativa de desvio padrão da prova em branco (N = número 
de replicatas =10) calculado pela seguinte equação ? ? ?? ?????? ????????  (6),onde ? 
corresponde aos valores de  intensidade de emissão, ? a média destes valores e ? o número 
de amostras analizadas e ? à sensibilidade analítica ou a inclinação da curva.  
O valor de ??? foi verificado com dez replicatas. O valor mínimo da faixa de 
resposta linear é igual ao ??? e o valor máximo é dado pelo último ponto considerado 
para a regressão. 
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Para avaliar quanto exatidão da metodologia foram usados os testes de recuperação 
através da equação (9), contudo em função da falta de Material de Referência Certificado, 
o ideal seria comparar os valores obtidos no teste com o obtido por metodologias analíticas 
oficiais como ICP-OES e Voltametria cíclica com eletrodo gotejante de Mercúrio no caso 
da determinação do íon Zn2+ em matriz aquosa. 
 
 
??????????? ? ??????????????? ? ??????????????  
 
(7) 
A precisão foi avaliada em dois níveis: repetitividade e precisão intermediária. Para 
obtenção da primeira foram analisados dois níveis de concentração (2,0x10-4 e 4,0x10-
4 mol L-1) com dez replicatas, monitorados em três períodos de tempo distintos após o 
preparo das amostras (16, 20 e 24 horas) em um mesmo equipamento. Para o ensaio 
precisão intermediária monitorou-se apenas um nível de concentração preparado por dois 
analistas distintos num mesmo equipamento. O ensaio de reprodutibilidade, que são 
realizados por testes interlaboratoriais, não foi realizado em razão da grande diferença no 
sinal obtido pelos detectores dos equipamentos presentes na UFPR e UTFPR. 
O ensaio de robustez foi realizado através do teste de Youden46,47, variando por um 
planejamento fatorial sete parâmetros nominais conjuntamente, em duplicata, conforme 
mostrados nas Tabelas 2 e 3. 
 
Tabela 2: Condições nominais e variadas no teste de Youden. 
Parâmetro 
Condição 
Nominal (+) Variada (-) 
1 Armazenamento Temperatura ambiente Geladeira(~5º C) 
2 Água Ultrapura Destilada 
3 pH 8,2 7,8 
4 Tempo 18 horas 24 horas 
5 Borbulhamento de Argônio Não Sim 
6 Concentração do tampão 0,10 mol L-1 0,08 mol L-1 
7 Temperatura ~25 °C ~15°C 
 
Os sete parâmetros e suas respectivas variações foram combinados em oito ensaios. 
Assim, oito amostras foram analisadas com o objetivo de determinar a influência de cada 
parâmetro no resultado final da medida. Os sete parâmetros nominais empregados, bem 
como as variações são demonstrados na Tabela 2 e a Tabela 3 mostra a combinação 
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fatorial dos parâmetros usados em cada teste. Os sinais positivo (+) e negativo (-) na 
Tabela 3 indicam o uso das condições “nominais” ou “variadas”. Por exemplo, as amostras 
relativas à combinação C1 foram medidas nas condições nominais definidas. Já as 
amostras relativas à combinação C2 foram preparadas variando os parâmetros 3, 5, 6 e 7 e 
mantendo os parâmetros 1, 2 e 4. 
 
Tabela 3: Combinações fatoriais usadas no teste de Youden. 
Combinação 
Fatorial C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 
1 + + + + - - - - 
2 + + - - + + - - 
3 + - + - + - + - 
4 + + - - - - + + 
5 + - + - - + - + 
6 + - - + + - - + 
7 + - - + - + + - 
(+) = condição nominal usada; (-) = condição variada usada 
 
Para determinar a influência das variações de cada parâmetro no resultado final, a 
média dos quatro valores correspondendo às condições nominais (assinalados com “+”) foi 
comparada com a média dos quatro valores correspondentes às condições variadas 
(assinalado com “-“). Por exemplo, para avaliar o efeito da temperatura no resultado final 
das análises, a seguinte equação foi empregada: 
 
 ????????????????????? ? ?? ? ?? ? ?? ? ??? ?




A linha de significância foi estimada através da Equação, valores de Efeito 
superiores a mesma foram reprovados neste teste. Ou seja antes deste parâmetro ser 
variando em uma futura analise seus efeitos deverão ser estudados, pois os mesmos afetam 
de forma significativa a medida tendo de ser monitorados de forma mais rigorosa que os 
demais efeitos monitorados no teste. 
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 Sendo sn o desvio padrão da combinação fatorial n; N o número de combinações 
fatoriais usadas e tcrítico o valor de t para de Student para uma distribuição normal de uma 
calda (não direcional) pra um nível de significância de 95% para amostras de tamanho N 
no caso de 8 combinações fatoriais o tCritico=2,3060 
 
3.4.8.  Determinação de possíveis interferentes 
Nesta avaliação foram escolhidos diferentes íons que poderiam estar presentes em 
amostras reais. Foram testadas condições onde os possíveis interferentes encontram-se em 
condições equimolares ao analito de interesse, em ensaios de competição. Alterações 
inferiores ou iguais a 5% na variação das intensidades de emissão em relação a amostra de 
referência (LN 1,0x10-4 mol L-1 e Zn2+ 1,0x10-4 mol L-1) foram desconsideradas como 
interferência. 
 
3.4.9.   Aplicação do método em amostras reais 
 
As amostras de água de diferentes origens foram analisadas. Água destilada e água 
potável (da torneira) foram recolhidas no próprio laboratório, as amostras de água mineral 
marca “A”, sem gás de uma e do fertilizante marca “B”, com o íon Zn2+ em sua 
composição de obtida no comércio local. A amostra do fertilizante continha um sal do 
cátion para o qual o sensor demonstrou uma melhor seletividade com a finalidade de 
observar o comportamento do sensor numa amostra mais complexa. A preparação das 
amostras foi feita da seguinte forma: em um balão volumétrico adicionou-se 100 ?L de 
uma solução estoque do sensor (0,005 mol L-1), 1,0 mL do tampão TRIS (pH=8,2; 1,00 
mol L-1) e 1,00 mL da amostra de água (50??L no caso do fertilizante liquido) e então o 
volume foi levado a 5,00 mL com agua ultrapura. Para o ensaio de recuperação ainda se 
adicionou uma alíquota de 100 ?L de uma solução do cloreto do cátion cujo sensor 
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Caracterização do ligantes 
 Os precursores 1, 2, 3 e os sensores/ligantes LN, LO e LS foram caracterizados 
por análise elementar, espectrometria de massa e técnicas espectroscópicas (FTIR, 
NMR de 1H, 13C e DEPT-135 e UV-vis). Como os precursores 1, 2 e 3 já apresentam 
sua síntese e caracterização bem estabelecidos na literatura alguns resultados de 
caracterização referentes aos mesmos não serão apresentados. 
 
4.1.1.  Análise Elementar 
Os resultados da análise elementar dos precursores e dos sensores estão listados 
na Tabela 4Tabela 4. Os valores experimentais se encontram próximos dos valores 
calculados, validando as composições propostas. O precursor 3 foi isolado na forma de 
seu bromidrato correspondente e o ligante LN = 4,5-Bis(aminometil)acridina encontra-
se na forma de cloridrato com os dois grupos amino protonados. O ligante LS encontra-
se na forma de tiolato de sódio. 
 





Formula Molecular Resultado C% H% N% 
Precursor 1 389,94 C15H11NBr2 ∙ 3/2 H2O 
Calculado 45,95 3,60 3,57 
Experimental 45,64 3,20 3,57 
Precursor 2 551,55 C31H19O4N3∙3 H2O 
Calculado 67,51 4,57 7,62 
Experimental 67,10 4,38 7,64 
Precursor 3 517,30 C17H17N5S2 ∙ 2 HBr 
Calculado 39,47 3,70 13,05 
Experimental 39,50 3,61 13,02 
LN∙2 HCl∙ 
2/3 H2O 
311,08 C15H13N3∙2 HCl 
∙ 2/3 H2O 
Calculado 53,42 5,86 12,46 
Experimental 53,58 5,85 12,19 
LO∙1/5 H2O 242,88 C15H13NO2∙ 1/5 H2O 
Calculado 74,18 5,56 5,77 
Experimental 74,34 5,59 5,74 
LS∙1/3 H2O 279,38 C15H12NNaS2∙1/3 H2O 
Calculado 60,18 4,26 4,68 
Experimental 60,09 4,14 4,99 
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4.1.2.  Espectroscopia vibracional (FTIR) 
 
 Os espectros vibracionais de FTIR dos compostos sintetizados 
encontram-se nas Figuras 8, 9 e 10 e as atribuições tentativas das principais bandas dos 
espectros encontram-se na Tabela 5. 
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Figura 8: Espectro vibracional FTIR do ligante LO em pastilha de KBr. 





































Figura 9: Espectro vibracional FTIR do ligante LN em pastilha de KBr. 
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Figura 10: Espectro vibracional FTIR do ligante LS em pastilha de KBr. 
 
Tabela 5: Atribuição tentativa das principais bandas dos espectros FTIR dos ligantes LN, LO e LS. 
 Composto 
Número de onda (cm-1) 
Modo vibracional 
Ligante LN Ligante LO Ligante LS 
 3364 - - ?(N-H)?
 - 3259 3417 ?(O-H)?
 - - 2598 ?(S-H)  
 3174, 2962 2920 3164, 3220 ?(C-H)sim e ?(C-H)as 
 1622 1620 1621 ?(C=C)aromático 
 1540 1533 1541 ?(C=N)aromático 
 1386 e 1458 1427 1388 e 1454 ?(C=C)as 
 1136 1087 970 ?(C-R) 
  763 754 765  ?(C=C)as  
Onde R = NH3, para o Ligante LN, OH para o Ligante LO e SH para o Ligante LS. 
 
Os espectros são bastante parecidos na região abaixo de 2500 cm-1, nessa região 
é possível observar bandas atribuídas aos modos de deformação angular do anel N-
heterociclico fora do plano ?(C=C)as (765 cm-1), deformação angular no plano ?(C=C)as 
(1386 cm-1) do anel heterociclo e estiramentos ?(C=C)aromático (1621 cm-1) e 
?(C=N)aromático (≈1540 cm-1),  caracterizando a presença da acridina na estrutura dos 
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compostos. As funções químicas -OH e -NH2 foram confirmadas pela presença de 
bandas referentes aos estiramentos ?(O-H) e ?(N-H) na região acima de 3000 cm-1 e 
?(S-H) 2598 cm-1. O estiramento ?(Califático-R) aparece em 1136, 1087 e 970 cm-1 48. 
Esta banda ?(C-R) aparece bastante deslocada para menor energia no ligante LS devido à 
grande diferença de massa do grupo tiol quando comparado aos substituintes amino e 
hidroxila. A presença de uma banda em 3417 cm-1 na região de hidroxilas, indica a 
presença da água de hidratação no sólido, como proposto pela análise elementar. 
 
4.1.3.  Espectrometria de Massas 
 
No espectro de massas ESI(+) do ligante LN, mostrado na Figura 11, é possível 
observar a presença de um pico em m/z = 283,14 coerente com o protonação do ligante, 
[LN-H]+. 

































Figura 11: Espectro de Massas ESI (+) do ligante LN. 
 
O pico base em m/z = 192,08 refere-se à perda das duas aminas e um metileno 
formando um cátion que se estabiliza por efeito ressonante, fazendo com que esta 
espécie seja a que apresenta maior abundância relativa entre as geradas pela ionização. 
As atribuições dos principais picos em m/z = 238,14 (íon molecular); 221,12; 209,12; 
192,08 (pico base) e 149,11, estão ilustradas na Figura 12. 
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Figura 12: Representação das espécies atribuídas aos principais picos do espectro. 
 
Os espectros simulados considerando-se as distribuições isotópicas dos 
fragmentos atribuídos aos picos base e do íon molecular estão mostrados na Figura 
13Figura 13, onde foi possível observar a concordância com os espectros experimentais, 
corroborando com a proposta de atribuição dos picos. 
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Figura 13: Ampliação do conjunto de picos (preto) e simulação considerando-se as distribuições 
isotópicas (vermelho) dos principais picos para os fragmentos observados no espectro do ligante LN. 
 
Na Figura 14é mostrado o espectro de massas ESI(+) do ligante LO, nele é 
possível observar o pico mais intenso, do íon molecular em m/z = 240,09, ao qual foi 
atribuído ao ligante protonado [LO-H]+. Estes picos encontram-se ampliados na Figura 
15, junto com a simulação de seu padrão isotópico mostrando-se bastante semelhantes. 


























Figura 14: Espectro de Massas ESI (+) do ligante LO. 
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Figura 15: (A) Ampliação do conjunto de picos (preto) e simulação considerando-se as distribuições 
isotópicas (vermelho) dos principais picos para os fragmentos observados no espectro do ligante LO. (B) 
representação do íon molecular. 
 
 O espectro de massas ESI(+) do ligante LS, apresentado na Figura 16Figura 16, 
mostra os picos dos íons moleculares poucos intensos em m/z = 272,05 e 294,95  
associados aos cátions [LS-H]+ e [LS-Na]+ respectivamente. O pico base em m/z = 
226,96 refere-se à perda do grupo tiol e seu metileno adjacente formando um cátion que 
se estabiliza por efeito ressonante assim como no caso do pico base do ligante LN. As 
simulações da distribuição isotópica de alguns fragmentos e atribuições dos principais 
picos estão ilustradas nas Figuras 17 e 18. 


































Figura 16: Espectro de Massas ESI (+) do ligante LS. 
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Figura 17: Ampliação do conjunto de picos (preto) e simulação da distribuição isotópica (vermelho) dos 
principais picos para os fragmentos observados no espectro do ligante LS. 
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4.1.4.  Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
 
4.1.4.1. Espectroscopia de RMN do precursor cloridrato de 
4,5-Bis(aminometil)acridina (LN) 
 
O espectro de RMN do ligante LN foi realizado em uma mistura 
D2O+DMSO-d6(1:1). Antes da medida, a amostra foi deixada por 30 minutos no 
ultrassom para evaporação do TMS presente como referencia interna do DMSO-d6, 
restando apenas o DSS = (3-(trimetilsilil)-1-propanosulfonato de sódio) como referência 
na amostra. O espectro de 1H-RMN é mostrado na Figura 19. Os deslocamentos 
químicos e os valores de integração da molécula encontram-se na Tabela 6.  
O sinal presente na região de menor frequência refere-se aos hidrogênios 
metilênicos vizinhos ao grupo amina (4,82 ppm) um pouco mais deslocado para 
frequências mais baixas de ressonância que o esperado para aminas primárias48 em 
função da presença das nuvens eletrônicas do anel aromático na proximidade, que causa 
uma maior blindagem nestes núcleos, deslocando o sinal. 
Não foi possível observar o sinal referente aos hidrogênios amínicos, onde 
esperava-se observar um sinal largo na região de 0,5 a 4,0 ppm48. Esta ausência pode ser 
justificada pelo fato destes hidrogênio estarem envolvidos em ligações de hidrogênio 
com o solvente prótico, neste caso estes prótons são substituídos por deutério com uma 
alta constante de troca, em função da maior quantidade de átomos de deutério em 
relação ao hidrogênio neste meio, desta forma na analise de 1H-RMN não se observa o 
sinal proveniente dos hidrogênios do grupo amina. 
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Figura 19: Espectro de 1H-RMN do ligante LN em uma mistura D2O-DMSO-d6(1:1) - 200 MHz. 
 
Tabela 6: Deslocamentos químicos e valores de integração referentes ao espectro de 1H-RMN de LN. 
H ??(ppm) Multiplicidade Integral 
Exp. Lit.36 
a - - - - 
b 4,86 4,83 Simpleto 4,02 
c 8,02 8,32 Dupleto 2,00 
d 7,73 8,08 Duplo dupleto 2,01 
e 8,29 8,60 Dupleto 2,01 
f 9,20 9,34 Simpleto 1,00 
 
Os três sinais em 7,77, 8,03 e 8,25 ppm, como mostrado na ampliação do 
espectro presente na Figura 20 são provenientes da acridina na região de aromáticos. Os 
valores de integração destes sinais apresentam a razão 1:1:1 entre eles, o que é 
condizente com a estrutura esperada. As multiplicidades destes sinais (duplo dupleto, 
dupleto e dupleto respectivamente) juntamente com o espectro de 1H-COSY (Figura 21) 
mostraram a correlação entre os núcleos que se acoplam na molécula. Assim, foi 
possível atribuir os desdobramentos dos sinais ao acoplamento dos hidrogênios e e c 
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com o d, justificando assim suas multiplicidades. Estes dados são condizentes com o 
esperado para acridinas 5,4- substituídas.  
 
Figura 20: Ampliação da região de 7,60 a 7,80 ppm do espectro apresentado na Figura 19. 
 
 
Figura 21: Espectro de 1H-COSY do ligante LN em uma mistura D2O-DMSO-d6(1:1).- 400 MHz. 
Os demais sinais foram atribuídos a solventes ou à referência interna, DSS. 
Todos os sinais encontram-se com deslocamento químicos coerentes com dados 
dispostos na literatura35–37,39. 
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As Figura 22 e 23 mostram os espectros de 13C{1H}-RMN e 13C-DEPT-135 
referentes ao ligante LN e os deslocamentos químicos referentes aos átomos de carbono 
são listados na Tabela 7. 
 
Figura 22: Espectro de 13C{1H}-RMN do ligante do ligante LN em uma mistura D2O-DMSO-d6(1:1) – 
50 MHz. 
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Figura 23: Espectro de DEPT-135 do ligante do ligante LN em uma mistura D2O-DMSO-d6(1:1) -
50 MHz. 
Tabela 7: Deslocamentos químicos referentes aos espectros de 13C-RMN e DEPT-135 de LN. 
C ?
13C-RMN (ppm) ? DEPT-
135 (ppm) Exp. Lit.36 
1 41,01 44,42 40,98 
2 131,16 136,60 - 
3 133,99 127,31 134.01 
4 127,28 126,46 127,28 
5 131,57 127,05 131,57 
6 127,67 125,56 - 
7 139,87 141,14 139,71 
8 146,87 146,50 - 
 
O espectro de 13C{1H}-RMN apresenta o número de sinais esperados para 
molécula, com destaque para o sinal em 41,01 ppm que é atribuído ao carbono 1 que se 
encontra bastante próximo ao setipleto atribuído a um dos solventes da analise (DMSO-
d6). Seu deslocamento químico é levemente superior ao esperado para aminas 
?-aromáticas. Também é possível notar que ele é o único sinal que aparece em fase 
oposta (negativa) no experimento de DEPT-135, esta mudança de fase é característica 
de grupos -CH2- neste tipo de experimento. 
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 O experimento de HSQC (Figura 24), correlaciona sinais de núcleos distintos 
que acoplam entre si como 13C e 1H. O sinal associado ao carbono 1 acopla com o sinal 
presente na região de 4,86 ppm (b), do espectro de 1H, corroborando com esta 
atribuição. Os sinais referentes aos carbonos 2, 6 e 8 são pouco intensos no espectro de 
13C{1 H}- RMN e eles não são observados nos espectro de DEPT-135 e de 1H-HSQC, 
porque os respectivos átomos de carbono não estão ligados a átomos de hidrogênio.  
 
 
Figura 24: Espectro de 1H-HSQC do ligante LN em uma mistura D2O-DMSO-d6(1:1)- 50 MHz. 
 
O experimento de 1H-HSQC foi importante para que fosse realizada a atribuição 
dos sinais presentes na região de 120 a 140 ppm do espectro de carbono. Com ele foi 
possível observar que os sinais atribuídos aos carbonos 4, 5 e 7 acoplam com os sinais 
associados aos hidrogênios d, e e f, respectivamente. 
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4.1.4.2. Espectroscopia de RMN do ligante 4,5-Bis(hidroximetil)acridina (LO) 
 
O espectro de 1H-RMN mostrado na Figura 25 do ligante 
Bis(hidroximetil)acridina (LO), em CDCl3 usando TMS como referência interna, mostra 
os sinais característicos de acridina disubsituida, os dois dupletos e o duplo dupleto 
encontrados entre 7,00 e 8,00 ppm e o simpleto em 8,75 ppm atribuídos à parte 
aromática da molécula e o simpleto em 5,32 ppm atribuído à parte alifática da molécula. 
Em 4,32 ppm é possível observar um sinal largo com valor de integração inferior ao 
esperado e atribuído às hidroxilas do ligante. Os demais sinais são atribuídos à acetato 
de etila, solvente usado na purificação por coluna cromatográfica. Os valores de 
deslocamento químico para os hidrogênios são compatíveis aos descrito na literatura37,38 




Figura 25: Espectro de 1H-RMN do ligante LO em CDCl3. 
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a 4,35 4,10 Sinal largo 1,35 
b 5,32 5,33 Simpleto 3,84 
c 7,70 7,73 Tripleto 1,99 
d 7,48 7,50 Dupleto 1,99 
e 7,88 7,92 Dupleto 1,99 
f 8,75 8,78 Simpleto 1,00 
 
Nas Figuras 26 e 27, encontram-se os espectros de 13C{1H}-RMN e DEPT-135 
referentes ao Ligante LO. Os deslocamentos químicos referentes aos átomos de carbono 
encontram-se na Tabela 9. O espectro de 13C-RMN apresenta o número de sinais 
esperados para molécula, com destaque para o sinal em 64,04 ppm, que foi atribuído ao 
carbono vizinho ao grupo álcool. O valor de seu deslocamento químico em direção a 
campos mais baixos é consequência da grande eletronegatividade do átomo de oxigênio, 
e, portanto, o seu deslocamento químico encontra-se numa região de menor blindagem 
quando comparado ao carbono equivalente na molécula análoga (41,01 ppm, Tabela 7), 
onde R=NH2. Este é o único sinal em fase negativa no experimento de DEPT-135. O 
espectro de HSQC, mostrado na Figura 28 foi útil para determinar a atribuição dos 
sinais na região de aromáticos corroborando com a atribuição dos sinais atribuídos ao 
fluoróforo, pela correlação entre os núcleos de 13C e 1H que se acoplam. 
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Figura 26: Espectro de 13C-RMN do ligante LO em CDCl3. 
 
 
Figura 27: Espectro de DEPT-135 do ligante LO em CDCl3. 
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Tabela 9: Deslocamentos químicos referentes aos espectros de 13C-RMN e DEPT-135 de LO. 
C ??
13C-RMN (ppm) ??DEPT-135 
(ppm) Exp. Lit.37,38 
1 64,04 64,02 64,04 
2 137,82 137,23 - 
3 127,82 128,49 127,83 
4 125,74 125,71 125,75 
5 128,52 127,80 128,53 
6 126,55 126,50 - 
7 137,82 137,75 137,25 





Figura 28: Fragmento do Espectro de 1H-HSQC do ligante LO em CDCl3. 
 
4.1.4.3. Espectroscopia de RMN do ligante 4,5-Bis(hidrogenotiometil)acridina 
(LS) 
 
O espectro de 1H-RMN em DMSO-d6, obtido com TMS como referência 
interna, é apresentado na Figura 29. Os valores de deslocamento químico e de 
integração se encontram na Tabela 10. Os sinais atribuídos ao fluoróforo são bastante 
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semelhantes aos dos ligantes LN e LO. O sinal b em 5,20 ppm, referente aos hidrogênios 
metilênicos, encontram-se numa região de menor frequência em função do maior 
volume da nuvem eletrônica do grupo tiol, o qual acaba blindando estes núcleos de 
forma mais efetiva que no caso dos outros dois ligantes (-NH2 e OH). 
 
Figura 29: Espectro de 1H-RMN do ligante LS em DMSO-d6. 
 
Tabela 10: Deslocamentos químicos e valores de integração referentes ao espectro de 1H-RMN de LS. 
H ? (ppm) Multiplicidade Integral 
b 5,20 Simpleto 3,95 
c 8,08 Dupleto 2,00 
d 7,68 Duplo Dupleto 2,00 
e 8,24 Dupleto 2,04 
f 9,28 Simpleto 1,00 
 
Nas Figuras 30 e 31 encontram-se os espectros de 13C-RMN e DEPT-135 do 
ligante LS e os valores de deslocamentos químicos são resumidos na Tabela 11. O 
espectro de 13C-RMN apresenta o número de sinais esperados para esta molécula; os 
sinais atribuídos aos átomos de carbono da acridina encontram-se em regiões próximas 
às observadas para os ligantes LO e LN. É interessante notar que o sinal presente em 
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31,77 ppm atribuído aos carbonos metilênicos encontra-se na região de deslocamento 
químico característica de tióis que é entre 23 e 40 ppm49 e próximo ao da mercaptana 
benzílica, cujo carbono análogo apresenta um sinal em 27,8 ppm50, além disso este é o 
único sinal com inversão de fase no experimento de DEPT-135. Neste experimento 
também é possível observar o desaparecimento dos sinais atribuídos aos carbonos 2, 6 e 




Figura 30: Espectro de 13C-RMN do ligante LS em DMSO-d6. 
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Figura 31: Espectro de DEPT-135 do ligante LS em DMSO-d6. 






1 31,33 31,27 
2 126,30 - 
3 131,36 131,36 
4 129,21 129,21 
5 125,94 125,94 
6 133,02 - 
7 138,05 138,05 
8 145,12 - 
 
As análises espectroscópicas de FTIR e de 1H-, 13C-RMN juntamente com os 
resultados de análise elementar e espectrometria de massas nos permite concluir que os 
ligantes/sensores LN, LO e LS foram sintetizados com sucesso e apresentam pureza 
necessária para que a caracterização fotofísica e os ensaios de afinidade/seletividade por 
diferentes íons metálicos sejam realizados. 
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4.1.5.  Espectroscopia de absorção na região do UV-Vis 
 
Na Figura 32 estão ilustrado o espectros UV-Vis do ligante LN em metanol. O 
espectro mostra uma banda em 250 nm, um ombro próximo a 270 nm e outra banda em 
355 nm, características de compostos que contêm acridina em sua estrutura51. A banda 
observada em 355 nm apresenta uma estrutura fina devido a ocupação dos vários níveis 
vibracionais dentro do estado eletrônico excitado da molécula em solução51. Os 
espectros das demais moléculas sintetizadas se mostraram bastante similares, seus 
valores de absortividade molares (?) e as atribuições das transições eletrônicas 
encontram-se na Tabela 12 
.  
 

























Figura 32: Espectro eletrônico do ligante LO em metanol. 
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Tabela 12: Atribuição tentativa e valores de absortividade molar das bandas do espectro UV-Vis dos 
ligantes LO, LN e LS. 
Composto Banda Absortividade molar (?) 
(L mol-1 cm-1) Atribuição 
LN  
251 nm 1,21x105 π → π* 
355 nm 8,65x103 n → π* 
LO 
256 nm 9,94x104 π → π* 
355 nm 9,68x103 n → π* 
LS 
256 nm 1,14x105 π → π* 
352 nm 1,22x104 n → π* 
 
4.1.6.  Espectroscopia de emissão fluorescente 
 
Os Espectros de Emissão Fluorescente na sua forma tridimensional e de contorno, 
e o comparativo entre os espectros de Absorção, Emissão e Excitação são apresentados 
nas Figuras de 33 a 38 correspondentes aos três ligantes.  
 




































Figura 33: Espectros de contorno da emissão do sensor LO. Obtidos com slit’s de excitação e emissão de 
10 mm. 
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Figura 34: Espectros de absorção, emissão (?Ex = 360 nm) e excitação (?Em= 439 nm) do sensor LO. 
Obtido com slit’s de excitação e emissão de 10 mm. 






































Figura 35: Espectros de contorno da emissão do sensor LN. Obtido com slit’s de excitação de 5 mm e 
emissão de 10 mm. 
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Figura 36: Espectros de absorção, emissão (?Em = 358 nm) e excitação (?Em = 430 nm) do sensor LN. 
Obtido com slit’s de excitação de 5 mm e emissão de 10 mm. 






































Figura 37: Espectros de contorno da emissão do sensor LS. Obtidos com slit’s de excitação de 5 mm e 
emissão de 20 mm. 
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Figura 38: Espectros de absorção, emissão (?Em = 358 nm) e excitação (?Em = 430 nm) do sensor LS. 
Obtido com slit’s de excitação de 5 mm e emissão de 20 mm. 
 
É possível observar nos espectros de emissão um comportamento muito 
semelhante aos três compostos em função da grande semelhança estrutural entre eles. 
Os compostos emitem preferencialmente em comprimentos de onda próximos a 430 
nm, no início da região do visível próximo ao violeta.  
Os espectros de excitação nos mostram que estes compostos apresentam dois 
máximos de excitação, sendo o mais intenso entre 355 e 360 nm associado à população 
do primeiro estado excitado (Transição S0→S1, Esquema 4). A excitação em 260 nm 
também causa a emissão próximo a 430 nm. A excitação em 260 nm provavelmente 
leva à população do segundo estado excitado (Transição S0→S2, Esquema 4), que por 
sua vez decai através de processos de conversão interna do ligante e uma parte destas 
moléculas excitadas ao invés de decair diretamente para o estado fundamental decaem 
de modo não-radiativo para o primeiro estado excitado (Transição S1→S2, Esquema 4), 
em seguida, emitindo através da fluorescência(Transição S0→S1, Esquema 4), como 
mostrado no diagrama de Jablonski simplificado do Esquema 4.  
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Esquema 4: Diagrama de Jablonski simplificado. 
 
Também é possível observar que os máximos de excitação estão próximos aos 
máximos de absorção na molécula, contudo a banda que menos absorve radiação é a 
que emite de forma mais efetiva, isto deve-se ao fato de que quando a molécula 
encontra-se no segundo estado excitado, existem muito mais processos de decaimentos 
não radiativos competindo com a fluorescência, desta forma apenas uma pequena parte 
da absorção é convertida em emissão. Isso não ocorre quando a molécula se encontra no 
primeiro estado excitado, porque a probabilidade é maior para o decaimento ocorrer por 
emissão de radiação luminosa. 
Na Tabela 13 encontra-se um resumo dos máximos das bandas de absorção, 
excitação e de emissão onde é possível observar que os três sensores absorvem na 
região do ultravioleta e emitem no início da faixa do visível. Os sensores apresentam 
um deslocamento Stokes relativamente grande, o que indica que uma grande parte da 
energia absorvida é perdida por outros mecanismos não-radiativos. Esta perda 
energética se reflete nos baixos valores de rendimento quântico apresentado pelos três 
compostos. Os tempos de vida da fluorescência não puderam ser obtidos com exatidão 
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Tabela 13: Valores dos máximos de excitação e emissão para os sensores LO, LN e LS. 
Composto Acridina* LO LN LS 
?excitação 350 nm 360 nm 358 nm 356 nm 
??(L mol-1 cm-1) 1,38x104 8,65x103 9,68x103 1,22x104 
?emissão 415 nm 439 nm 430 nm 446 nm 
Deslocamento 
Stokes 
65 nm 79 nm 72 nm 90 nm 
Rendimento 
Quântico 
1,0% 0,2% 0,4% 0,4% 
*Dados fotofísicos em etanol 
4.2. Investigação de seletividade dos sensores frente a cátions inorgânicos 
 
A espectroscopia de emissão fluorescente pode ser usada com a finalidade 
analítica para identificação de diferentes analitos em solução. Em razão das 
propriedades luminescentes dos ligantes sintetizados e da capacidade de atuarem como 
quelantes, os mesmos foram testados como sensores. Alem disso, o ligante LO já havia 
sido descrito na literatura por Zhou e colaboradores31, como sensor seletivo para Pd2+ 
em condições experimentais distintas das empregadas neste trabalho.  
 
4.2.1.  Avaliação de sensibilidade dos sensores frente a presença de diferentes 
cátions em solução 
 
A coordenação de um íon metálico a um sensor luminescente geralmente causa 
alterações na fluorescência, sendo a intensificação (chelation-enhanced fluorescence ou 
CHEF) e a supressão (chelation-enhanced quenching ou CHEQ) as mais comuns. O 
primeiro caso, o CHEF é mais comum quando há a quelação de íons não redox ativos e 
de camada cheia “closed shell”, como no caso dos complexos de Zn2+, Cd2+ e Al3+; já o 
CHEQ é resultado da quelação de um íon redox ativo e/ou “open shell”, como Cu2+, 
Cr3+e Fe3+ 52. 
Para avaliar o efeito da presença dos íons foram realizadas medidas dos 
espectros de emissão dos três ligantes, usando o comprimento de onda de excitação em 
355 nm para os três sensores na razão molar 1:1 (cátion/sensor) individualmente para 
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cada cátion. A avaliação do efeito de sensoriamento foi dada em função da variação dos 
perfis espectrais e dos máximos de emissão de cada sensor. Os ensaios foram realizados 
em triplicata. Para constatar o efeito da presença do ânion foi realizado um teste de 
referencia utilizando um cátion que não se ligaria covalentemente ao sensor, como um 
cátion orgânico, desta forma optou-se pelo uso do cloreto de tetrametilamônio, Neste 
teste, observou-se que não houve nenhuma variação significativa na emissão na 
presença deste sal, Indicando que as variações de intensidade espectrais observadas são 
causadas pela interação da molécula sonda com os cátions metálicos e não pela presença 
do ânion cloreto comum aos demais sais usados. 
 Para o sensor LO, como mostrado nas Figuraz 39 e 40, observou-se que não 
houve alteração significativa na intensidade de emissão na presença de diferentes 
cátions. Zhou e colaboradores31 relataram a seletividade do ligante LO para íons de Pd2+, 
porém os autores usaram outras condições experimentais e, além disso, diferentes tipos 
de ânions. Portanto, os resultados observados no presente estudo sugerem que as 
condições experimentais são relevantes e afetam a seletividade de LO em meio aquoso. 
 




























Figura 39: Espectros de emissão do ligante para o sensor LO (?ex=355 nm). 
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Figura 40: Intensidade de emissão do ligante na presença de diversos cátions para o Ligante LO 
(?Ex= 355 nm; cLo= 100 mmol L-1 e cA= 100 mmol L-1). 
 
Para o ligante LN, observou-se nos espectros de emissão e no gráfico 
comparativo presentes nas Figuras 41 e 42 que existe um grande aumento de 
aproximadamente 230% na intensidade de emissão fluorescente na presença do íon Zn2+ 
indicando que este ligante é seletivo à presença deste cátion. As variações quase nulas 
de emissão para as demais espécies em relação ao Zn2+ também indica a alta 
especificidade do ligante, despertando um grande interesse no potencial analítico do 
ligante LN como um possível sensor para este íon.  
































Figura 41: Espectros de emissão do ligante na presença do cátion Zn2+ para o ligante LN (?Ex= 355 nm). 
57 


















































































Figura 42: Intensidade de emissão dos ligantes e na presença de diversos cátions para o Ligante LN 
(?Ex= 355 nm; cLN= 100 mmol L-1 e cA= 100 mmol L-1). 
 
 
Figura 43: Imagem da Emissão do ligante na presença e na ausência do ion Zn2+. 
 
Também foi possível observar um deslocamento no máximo de emissão de 430 
nm para 452 nm, sugerindo que o produto formado possivelmente é um complexo 
estável de Zn2+. A estabilidade do complexo se manifesta na maior estabilização dos 
orbitais moleculares centrados no sensor derivado da acridina, e, tem como 
consequência, o deslocamento batocrômico para 452 nm na emissão radiativa. A maior 
intensidade de luminescência observada no complexo de Zn2+-LN, quando comparada ao 
ligante livre, indica que o decaimento radiativo predomina frente à dissipação de 
energia por meio de vibrações53,54. Os modos de vibração de alta energia como as 
deformações axiais N-H são muito eficientes na supressão da luminescência53. Este 
resultado sugere que o ligante LN se liga aos íons de Zn2+ através dos grupos –NH2, 
alterando a distribuição eletrônica no fluoróforo.  
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Um fenômeno que pode ajudar a entender estas mudanças na diferença do 
espectros de emissão na presença do analito é a transferência de carga intramolecular 
fotoinduzida (PICT = photoinduced charge transfer), que causa a desativação “parcial” 
da luminescência do fluoróforo, também conhecido como mecanismo de troca ou de 
Dexter. O processo envolve a comunicação entre dois estados eletrônicos, um 
localizado no sistema aromático do anel da molécula de acridina, e o outro com maior 
contribuição do grupo amino. O fenômeno requer a comunicação entre os dois estados 
eletrônicos no estado excitado. Há, portanto, uma diminuição da intensidade de emissão 
do fluoróforo LN, um efeito comum em moléculas orgânicas onde o fluoróforo está 
ligado a amina através de um espaçador como o metileno8,54,5353. Como mostrado no 
Esquema 5, o grupo amino doa densidade eletrônica para a porção aromática da 
molécula no estado excitado, diminuindo a fluorescência da molécula. Quando o grupo 
amino reage com um cátion (H+ ou Mn+) a transferência de carga é impedida, pois o 
orbital que antes doava densidade eletrônica para o fluoróforo agora está comprometido 
doando densidade eletrônica para o centro metálico, desta forma foi observado um 
aumento abrupto na intensidade fluorescente54 como foi constatado neste trabalho.  
59 
Resultados e Discussão 
 
Esquema 5: (À cima ) Ilustração do diagrama de energia dos orbitais de fronteira associados a emissão 
fluorescente da molécula de acridina (Ao meio) Ilustração da transferência de carga fotoinduzida PICT ou 
de Dexter, diminuindo a intensidade da fluorescência. (Em baixo) A ligação do grupo –NH2 a um cátion 
inibi a comunicação entre os estados eletrônicos do fluoróforo, impedindo a transferência de carga e 
causando o aumento da intensidade de emissão radiativa53,54. 
 
Outro aspecto observado na formação deste complexo é o deslocamento do 
máximo de emissão, ou seja, a coordenação do cátion metálico afeta a energia dos 
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orbitais moleculares HOMO centrados no fluoróforo, como mostra o Esquema 5. Uma 
forma de entender é imaginar o conjunto doador e aceitador de densidade eletrônica 
como um dipolo cuja magnitude é aumentada no estado excitado na presença de um 
agente perturbador, no caso representado pelo cátion metálico. Desta forma quando o 
cátion interage com o grupo receptor, o estado excitado é fortemente estabilizado, pois o 
momento de dipolo será maior. Consequentemente observa-se um deslocamento 




Esquema 6: (A) Estabilização de orbitais no estado excitado pelo processo de transferência de carga 
fotoinduzida. parte doadora de densidade eletrônica encontra-se em vermelho, a aceptora em azul e o 
cátion em cinza, adaptado de [43] (B) Associação das regiões doadoras e aceptoras de densidade 
eletrônica na molécula. 
 
O cátion Zn2+ presente no ambiente em grande parte vem de sua ocorrência 
natural, contudo altas concentração em determinados ecossistemas podem ser 
associados a polução causada por atividades como a mineração e descargas industriais 
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55,56, altas concentrações podem levar a efeitos fitotóxicos nestes meios 57. Este íon 
também é fundamental nos sistemas biológicos, pois desempenha funções essenciais no 
meio celular atuando como um cofator catalítico de proteínas, processos fisiológicos e 
também no ambiente 56,58,59. No entanto, a anomalias  na concentração de Zn2 + tem sido 
associada a doenças neurodegenerativas, câncer de próstata, diminuição da capacidade 
de cicatrização e redução da produção de insulina 60,61, ressaltando o interesse de 
sensores para detecção desse importante íon metálico. 
Ainda sobre o estudo de afinidades relativas sensor/analito, observou-se (Figura 
44Figuras 44 e 45) que o ligante LS apresenta uma maior variação na intensidade de 
emissão fluorescente na presença do cátion Hg2+, mostrando uma supressão de 
aproximadamente 72% na intensidade de emissão, indicando que o ligante é sensível à 
presença deste íon. Contudo o íon Cd2+ aparece como um possível interferente, visto 
que apresenta uma supressão pequena, mas significativa, mostrando que o ligante LS se 
mostrou seletivo, porém não específico para Hg2+. Esta seletividade por metais pesados 
e de alta polarizabilidade como Hg2+ e Cd2+ pode ser atribuída à presença do grupo tiol 
no ligante, que contém o átomo macio de enxofre. Ensaios para a detecção de cádmio e 
de mercúrio em meio aquoso são, particularmente, de grande importância em função da 
alta toxicidade destes íons para todas as formas de vida, aparecendo como 
contaminantes ambientais provenientes da mineração e das indústrias metalúrgicas62. 
 
































Figura 44: Espectros de emissão do ligante e na presença do cátion Hg2+ para o ligante LS (?Ex =355 nm). 
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Figura 45: Intensidade de emissão dos ligantes na presença de diversos cátions para o Ligante LS 
(?Ex =355 nm; cLs= 100 mmol L-1 e cA= 100 mmol L-1). 
 
Não há resultados experimentais que permitam sustentar o tipo de mecanismo de 
supressão, mas possivelmente ocorra de forma semelhante ao descrito no Esquema 5 
para o sistema LN/Zn2+.  
Os íons de metais pesados são extremamente tóxicos e amplamente usados, 
sendo assim desastrosos para o meio ambiente e a saúde humana63. O Hg2+ é um dos 
poluentes mais letais e pode se acumular nos corpos humanos através da cadeia 
alimentar64,65 e, devido à sua alta tiofilicidade, causa inúmeros problemas de saúde. 
Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) meio desta portaria 
preconiza que os níveis aceitáveis de mercúrio em água devem ser inferiores a 0,001 mg/L 
para consumo humano66. Portanto, o desenvolvimento de  um métodos sensíveis, de baixo 
custo e eficaz para a detecção quantitativa de Hg2+ é muito importante, particularmente 
em amostras de água. De fato, existem várias técnicas instrumentais tradicionais para a 
detecção de íons de mercúrio, mesmo assim, a maioria dessas técnicas possui 
limitações, exigindo preparação de amostras complexas e instrumentação dispendiosa, 
limitando sua aplicabilidade. Por outro lado, sensores moleculares fluorescentes têm 
atraído uma atenção cada vez maior ultimamente, já que podem detectar analitos de 
maneira mais conveniente, mostrando excepcional seletividade, alta sensibilidade, 
menor tempo de resposta, fácil amostragem e menores custo-beneficio. 
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4.2.2.  Determinação de estequiometria e da constante de estabilidade dos 
complexos formados em solução 
 
Com a finalidade de determinar a estequiometria do complexo formado em 
solução, foi usado o método de Job ou das variações contínuas. Este método consiste 
em preparar soluções equimolares do sensor e do íon metálico e em seguida misturar 
volumes distintos das soluções de forma que o volume final e a soma das concentrações 
do cátion e do sensor se mantenham constantes. Estas soluções foram analisadas por 
fluorimetria, onde monitorou-se a emissão em?453 nm atribuída à formação do 
complexo Zn-LN. O resultado do experimento encontra-se na Figura 46 e indica a 
formação de um complexo de razão metal:ligante 2:1 (máximo de emissão do complexo 
próximo de 0,66). Uma proposta para o complexo formado é apresentada na Figura 47, 
onde a geometria tetraédrica dos centros metálicos é completada por íons clorido, 
representado por [Zn2(LN)Cl4]. 
 
 



















Razão Molar ([Zn2+]/[Zn2+]+[LN])  
Figura 46: Gráfico de Job para a formação do complexo [Zn2(LN)], onde monitorou-se a variação de 
emissão em diferentes razões molares. 
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Figura 47: Proposta para o complexo neutro [Zn2(LN) Cl4] onde os átomos de as cores ciano, azul, branco 
e verde representam respectivamente os átomos de carbono, nitrogênio, Zinco e cloro respectivamente. 
 
O gráfico de Job para o sistema Hg2+/LS encontra-se na Figura 48 e indica a 
formação de um complexo de razão metal:ligante 1:1 (mínimo de emissão do complexo 
próximo de 0,50). Uma proposta para o complexo formado é apresentada na Figura 49, 
onde o centro metálico encontra-se em coordenado em geometria linear através dos dois 
grupos tiolato. 



















Razão Molar ([Hg2+]/[Hg2+]+[LS])  
Figura 48: Gráfico de Job para a formação do complexo [Hg(LS)], onde monitorou-se a variação de 
emissão em diferentes razões molares. 
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Figura 49: Proposta para o complexo neutro [Hg(LS)]. 
 
Um método bastante usado para determinar a constante de formação do 
complexo em solução, quando o complexo formado apresenta emissão distinta dos 
precursores, é método de Benesi-Hildebrand67–69. Ele correlaciona dados da variação de 






??????(2), sendo: ? = Intensidade de emissão na presença 
do analito,??? = Intensidade de emissão na ausência do analito e ? = Constante de 
formação do complexo. Desta forma foi possível determinar um valor de K = 2,43x1014 
mol-2L2 para a formação do complexo [Zn2(LN)Cl4], e de K= 5,14x103 mol-1 L para a 
formação do complexo [Hg(LS)], como mostrado nas Figura 50 e 51. O complexo de 
zinco possui uma constante de formação relativamente alta, indicando a forte tendência 
de formação do complexo em solução. 
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Figura 50: Gráfico de linearização de Benesi-Hildebrand para formação do complexo [Zn2(LN) Cl4]. 

































Figura 51: Gráfico de linearização de Benesi-Hildebrand para formação do complexo [Hg(LS)]. 
 
Um método bastante usado para descrever o efeito de supressão molecular é o 
formalismo de Stern-Volmer que correlaciona a eficiência da supressão (descrita pela 
razão F0/F) em função da concentração do agente supressor, 
??
? ? ? ? ???????
?(3), 
sendo: ? = Intensidade de emissão na presença do analito, ??= Intensidade de emissão 
na ausência do analito, ???  = Constante termodinâmica de formação do complexo 
(associada à afinidade metal-ligante), ?= Razão m:n determinada pelo método de Job e 
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???= Concentração do agente supressor de fluorescência. O gráfico de linearização de 
Stern-Volmer encontra-se na Figura 52. 
A Constante de Supressão (KSV) encontrada foi de 1,85 x 104 indicando que a 
supressão causada pelo cátion de Hg2+ é bastante eficiente. Este formalismo aceita que a 
supressão da emissão possa ocorrer de duas formas, uma estática (através da 
coordenação do íon) ou dinâmica (através de mecanismos colisionais). Os valores 
próximos das constantes K e KSV nos permite sugerir uma grande contribuição da 
supressão estática no decaimento da emissão, corroborando com a proposta de 
coordenação do analito ao sensor LS do presente trabalho. 
 




























Figura 52: Gráfico de linearização de Stern-Volmer pra o sensor LS na presença de Hg2+. 
 
4.2.3.  Aplicação do sensor LN na quantificação dos cátions Zn2+. 
 
Com o objetivo de validar o emprego do ligante LN como sensor para quantificação 
do íon Zn2+ inicialmente realizou-se um estudo da variação da emissão fluorescente com o 
aumento da concentração do cátion. Os espectros e o gráfico de correlação encontram-se 
nas encontram-se nas Figura 53 Figuras 53 e 54, respectivamente. Observou-se o 
aumento da intensidade de emissão até cerca de 1,5 x 10-3 mol L-1 de íons Zn2+, e a 
resposta linear se estendeu até cerca de 6,0 x10-4 mol L-1. 
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Comprimento de Onda (nm)
1500 ?mol L-1
 
Figura 53: Espectros de emissão em diferentes concentrações de Zn2+, pH=8,20 (Tampão Tris-HCl-
KOH). 































Faixa de resposta Linear
 
Figura 54: Curva de correlação de emissão do sensor LN em resposta ao aumento na concentração de 
Zn2+ (N=3; Tampão Tris-HCl-KOH). 
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Os dados foram submetidos à análise estatística com a finalidade de verificar a 
correlação entre a concentração de íons zinco e a intensidade de emissão, bem como a 
existência de pontos anômalos dentro de nosso conjunto de dados. 
O teste de Grubbs tem como propósito a identificação de dados anômalos ou 
outliers. Estes valores extremos podem ser considerados como manifestações da 
variabilidade aleatória inerente aos dados, um erro no cálculo ou até mesmo um erro na 
preparação da amostra ou aquisição do dado70–72. 
No teste de Grubbs, os dados são ordenados em ordem crescente, o maior ou o 
menor valor são tidos como os valores suspeitos de outliers. Sobre estes valores aplica-








Onde: ?= valor suspeito, ?? = média amostral e ? é o desvio padrão amostral. 
Em função do número de replicatas e do nível de significância ???o valor de 
Gcalculado é comparado com um valor de Gtabelado. Se: 
 
? ?????????? ? ?????????? ???????????????????????????????????????????????????? ? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????? 
 
 Em nosso caso foram testados todos os conjuntos em triplicata (N=3) com nível 
de confiança de 95% e uma distribuição normal de variabilidade, nos dando um 
Gtabelado = 1,154. Os dados obtidos do teste encontram-se na Tabela 14 onde é possível 
observar que entre todos os pontos presentes na curva de correlação (Figura 56) não 
houve nenhum resultado discrepante entre as medidas, em nenhum nível de 
concentração. Desta forma é possível concluir que não existem valores anômalos no 
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4.2.3.1. Determinação de figuras de mérito para  método adotado para a detecção 
de íons 
 
A determinação de figuras ou parâmetros de mérito para um método analítico visa 
atestar, através de evidências objetivas, sua adequação à finalidade pretendida73. Levando 
em consideração a especificidade no reconhecimento do ligante LN pelo íon Zn2+em meio 
aquoso, foi realizada a validação do método proposto de reconhecimento considerando os 
parâmetros de seletividade, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), faixa 
de resposta linear, precisão (repetitividade e precisão intermediária) e ensaio de robustez 
como recomendado pela ANVISA e o INMETRO para ensaios quantitativos. Dados 
relativos à veracidade na concentração do analito não serão discutidos, pois não se testou 
nenhum material de referência certificada. 
Uma curva analítica nos fornece diversos parâmetros de desempenho, como 
linearidade, faixa de aplicação, e os limites de detecção e quantificação. Estes parâmetros 
descrevem a correlação entre o sinal medido e a concentração da espécie a ser 
quantificada.  
A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer resultados 
diretamente proporcionais entre o sinal analítico e a concentração do analito, dentro de 
uma determinada faixa, a faixa linear de trabalho74,75.  
O limite de detecção representa a menor concentração do analito ou espécie de 
interesse que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando um 
determinado procedimento experimental74,75. 
O limite de quantificação representa a menor concentração analito ou espécie de 
interesse em exame que pode ser quantificada com confiabilidade estatística, utilizando 
um determinado procedimento experimental74,75. 
Na Figura 55 é apresentada uma curva analítica obtida a partir da Figura 54, 
empregando o sensor LN para quantificação de Zn2+. 
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Faixa linear de resposta
F = 6,541 + 4,384 x105 * cZn2+
R2= 0,9978
 
Figura 55: Curva analítica para quantificação de Zn2+ na presença do sensor LN. 
 
A linearidade da curva foi determinada pelo método dos mínimos quadrados 
ordinários (MMQO). A curva analítica é representada pela equação: F= 
76,541+4,384x105 * cZn2+ com R2 = 0,9978, que é um valor superior ao recomendado pela 
ANVISA e IMETRO46,74 e indica uma boa relação linear entre a concentração do analito e 
a emissão fluorescente do sensor.  
Além do coeficiente de determinação (R2) no modelo de regressão linear, foi 
realizada uma análise dos resíduos da curva analítica presente na Figura 55, a fim de 
verificar se o modelo de equação do 1º grau é realmente o mais adequado para a 
metodologia proposta. Resíduo é a diferença entre os valores obtidos experimentalmente e 
os valores ideais calculados pelo modelo de regressão usado para cada concentração 
testada. Esta análise foi feita através de três testes: “F” de Fisher (determina se existe 
diferença significativa entre variâncias70,71), de Cochram (indica a homogeneidade da 
variância dos resíduos 70) e de Durbin-Watson (verifica a auto-correlação dos resíduos70,71). 
O teste F é usado para verificar se há diferença significativa entre o variâncias de 
dois grupos de dados (conjuntos amostrais a e b na equação 11), e neste trabalho foram 
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Sendo s corresponde ao desvio padrão de cada replicata, o maior valor de s ocupa o 
numerador da razão, pois F≥ 1. O valor obtido para F é comparado com o valor de Fcrítico 
que é tabelado em função dos tamanho dos grupos de medidas (N=11), e do nível de 
confiança (em nosso caso de 95%), e para nosso teste Fcrítico = 2,191. Se: 
 
?? ? ?????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????? ? ?????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????  
 
Em nosso caso foi realizado o teste F entre os 3 grupos, os dados e os valores de F 
encontram-se na Tabela 15. É possível observar que os três testes comparativos não 
apresenta diferença estatística entre si; desta forma podemos concluir que os dados 
encontram–se distribuídos de forma aleatória e homogênea entre as triplicatas71,76. 
 
Tabela 15: Dados, agrupamentos e resultados dos Testes F. 
 
????? Amostras   
(mol L-1) n=1 n=2 n=3  
2,00x10-5 14,964 14,725 15,124   
4,00x10-5 27,100 25,212 25,817  F(n=1; n=2) 
6,00x10-5 34,266 35,591 29,760  1,021 
8,00x10-5 41,879 41,648 42,083   
1,00x10-4 48,163 58,119 55,922  F(n=2;n=3) 
1,50x10-4 79,481 77,515 75,899  1,011 
2,00x10-4 94,030 100,847 85,784   
2,50x10-4 115,042 126,876 124,370  F(n=1;n=3) 
3,00x10-4 141,670 139,669 141,403  1,009 
4,00x10-4 178,049 173,497 175,572   
5,00x 0-4 212,510 219,572 217,540  Fcrítico 
6,00x10-4 244,409 252,680 243,664  2,191 
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O teste de Cochram (C) é usado para verificar se o valor de maior variância 
presente entre os pontos de uma curva não está demasiadamente afastado da linha de 
tendência indicando a homogeneidade da distribuição das variâncias. O teste é feito a partir 










Onde s corresponde ao desvio padrão dos resíduos  
Compare-se o valor de Ccalculado com o valor de Ccrítico. Se:  
 
? ? ? ?????????? ???????????????????????????????? ????????????? ? ?????????? ???????????????????????????????? ?????????????? 
 
Uma distribuição heterocedástica significa uma dispersão heterogênea de 
variâncias, enquanto em um comportamento homocedástico a distribuição das variâncias 
presentes na regressão é homogênea, indicando que o método e a equação usados foram 
adequados76. Os dados das variâncias usadas no teste e os valores obtidos no teste C 
encontram-se na Tabela 16. Os valores de C indicam que a variância dos resíduos tem uma 
distribuição homogênea, ou seja, homocedástica, indicando que o modelo de regressão 














Resultados e Discussão 
 
Tabela 16: Variância dos resíduos e dados do Teste C de Cochram. 
 
Concentração Variância dos resíduos (s2)    
2,00E-06 0.9294   
4,00E-06 9.3434 Somatório das 
Variâncias 6,00E-06 0.0474 
8,00E-06 27.3585 181,301 
1,00E-05 3.2179   
2,00E-05 56.8937 Maior Variância 
Observada 4,00E-05 38.8892 
6,00E-05 1.1803 56,894 
8,00E-05 5.1936     
1,00E-04 13.2170 Ccalculado 
1,50E-04 25.0421 0,3138 
2,00E-04 0.9294     
2,50E-04 0.9294 Ccrítico 





O teste de Durbin-Watson (D) é usado para verificar se existe interferência ou/e 
correlação entre os resíduos, ou seja, verifica-se os mesmos estão distribuídos de forma 
aleatória76. Se os erros estiverem correlacionados, a regressão de mínimos quadrados pode 
subestimar o erro padrão dos coeficientes. Os erros padrão subestimados podem fazer com 
que seus valores pareçam significativos quando não são76. 
O teste de Durbin-Watson está condicionado ao ordenamento das medidas, desta 
forma os mesmos são devem ser organizados por ordem crescente dos valores da variável 
dependente, no nosso caso a concentração de Zn2+. O teste é feito a partir da equação: 
 
 







Sendo ei= valor do resíduo a uma dada concentração de Zn2+. 
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O valor de D é comparado com os valores de DL (Limite superior) e DU (Limite 




? ? ??? ?????????????????????????????????????????????????????????????????
? ? ??? ??????????????????????????????????????????????????????????????????
?? ? ? ? ??? ????????????????????
 
 
Desta forma, é possível avaliar a qualidade do modelo de regressão aplicado72. Os 
dados relativos ao teste D encontram-se na Tabela 17. O teste foi conclusivo e demonstrou 
que os resíduos se encontram dispersos de forma aleatória indicando que o método dos 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Resultados e Discussão 
 
Com o modelo utilizado validado pelos três testes estatísticos como recomendados 
pelo IMETRO e ANVISA a curva analítica foi utilizada para obtenção dos limites de 
detecção e quantificação e a faixa de resposta linear.  O LOD e LOQ podem ser estimados 
através das equações (4) e (5), onde ? é o desvio padrão da prova em branco (Solução 100 
?mol L-1 do LN) e tampão Tris-HCl-KOH (0,10 mol L-1 pH-8,2) em água Ultrapura, e S é a 
sensibilidade analítica representada pela inclinação ou coeficiente angular da curva 
analítica. 
 
 ??? ? ? ? ????????  (4) 
 
 




O LOQ foi proposto como o limite inferior da faixa linear de resposta (Figura 55) e 
o limite superior é o último ponto considerado para a curva analítica. Sendo assim os 
valores obtidos para estas figuras de mérito encontram-se na Tabela 18. 
 
Tabela 18: Figuras de mérito obtidas pela curva analítica para quantificação de Zn2+ na presença do sensor 
LN. 
Figura de Mérito 
LOD 5,36 ?mol L-1 
LOQ 17,8 ?mol L-1 
Faixa de resposta linear 17,8-600 ?mol L-1 
 
A precisão de uma metodologia numa validação costuma ser avaliada em três níveis 
distintos: a repetitividade (ou repetibilidade), prescisao intermediaria e reprodutibilidade74. 
A repetitividade ou repetibilidade é a condição de uma medida, e inclui os seguintes 
fatores: o mesmo procedimento, os mesmos operadores, o mesmo sistema de medição, as 
mesmas condições de operação e o mesmo local, tal que as medições repetidas se 
reproduzem durante um curto período de tempo. Ela pode ser verificada através da 
avaliação de dois parâmetros: o desvio padrão relativo (RSD (%)) (?????? ? ????, onde 
? = desvio padrão das medidas e ?? = média das medidas), e pela avaliação do HorRat 
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(Razão de Horwitz), dada pela equação de Horwitz (???? ??????????????? ? ???? ?
???????????????????) para  uma determinada concentração média de analito. Este valor é 
comparado com RSD(%), espera-se que RSD/RSDcalculado (HorRat) seja inferior a 1 .47,72. 
A repetitividade foi determinada, usando-se dois níveis de concentração, um no 
início e outro no meio da curva analítica, com 10 replicatas avaliadas em três períodos de 
tempo distintos após o preparo das amostras. Os dados obtidos encontram-se na Tabela 19 
e na Figura 56. 
 
Tabela 19: Resultados dos ensaios de repetitividade avaliados pela razão HorRat. 
 Nível 1 Nível 2 
 16h 20h 24h 16h 20h 24h 
Média (??) 95,24 103,72 104,34 162,68 170,76 167,04 
Desvio padrão (?) 3,37 3,67 2,50 6,33 4,02 5,11 
RSD (%) 3,54 3,54 2,39 3,89 2,36 3,06 
RSD Horwitz (calculado) 32,24 45,01 44,97 42,06 41,75 41,89 
HorRat 0,11 0,08 0,05 0,09 0,06 0,07 
*Nível 1: cZn2+= 200 ?mol L-1; Nível 2: cZn2+= 400 ?mol L-1 
  
Figura 56: Resultados dos ensaios de repetitividade em três períodos de tempo e dois níveis de concentração 
(Nível 1: cZn2+= 200 ?mol L-1; Nível 2: cZn2+= 400 ?mol L-1). 
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Para verificar se houve variação significativa entre as médias das amostras nos 
períodos de tempo e na recuperação, aplicou-se o teste de Dixon para o menor e o maior 
valor. O teste de Dixon é usado para apontar a presença de valores afastados da amostra70, 




? ? ???? ? ????????? ????? ? ?? ?????? ?
?????????????? ? ??????????????




O valor de Q é comparado com o valor de Qcrítico tabelado. Se: 
 
?? ? ?????????? ??????????????????????????????????????????? ?????? ? ?????????? ??????????????????????????????????????? ??????  
 
Desta forma foram calculados os valores de Q, como mostrado na Tabela 20, para 
três médias com 95 % de nível de confiança, e obtemos um Qcrítico de 0,970. Foi possível 
verificar que em três períodos de tempo distintos não houve diferença estatística em função 
do tempo e nem na recuperação das amostras visto que os valores de Q calculados são 
inferiores ao Qcrítico.  
 
Tabela 20: Teste de Dixon para o ensaio de repetibilidade. 
Média (??) Maior 
valor Q 
Menor 
valor Q Período 16h 20h 24h 
Nível 1 95,24 103,72 104,34 104,34 0,068 95,240 0,932 
Nível 2 162,68 170,76 167,04 170,76 0,460 162,680 0,540 
?
Foi observado que todos os conjuntos de amostras e medidas se mantiveram 
constantes nos dois níveis de concentração durante o intervalo de tempo analisado. 
Refletindo em valores de HorRat inferior a 1, ou seja, foram aprovadas no teste visto que 
os valores de RSD experimentais se mostraram inferiores aos calculados para os dois 
níveis de concentração. Isso nos leva a concluir que o uso do sensor LN para quantificação 
de Zn2+ como metodologia analítica apresenta uma repetitividade adequada. 
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A precisão intermediária pode ser entendida como a concordância de resultados de 
um mesmo laboratório obtidos em diferentes dias ou equipamentos ou analistas. Em nosso 
caso ela foi estimada a partir de experimentos intralaboratoriais realizados por dois 
analistas distintos. Analisou-se um nível de concentração no início da faixa de resposta 
linear de trabalho, sendo que foram realizados dez replicatas, em um intervalo de 20 h. Os 
resultados obtidos encontram-se na Tabela 21 e na Figura 57.  
 
Tabela 21: Resultados dos ensaios de precisão intermediária avaliados pela razão HorRat. 
 Analista 1 Analista 2 
Média 22,58 22,91 
Desvio padrão 1,00 1,94 
RSD (%) 4,43 8,45 
RSD Horwitz (teórico) 28,31 28,25 
HorRat 0,16 0,30 
 
 
Figura 57: Resultados dos ensaios de precisão intermediária entre dois analistas no nível de concentração 3 
(cZn2+= 20 ?mol L-1). 
 
Os dois conjuntos de amostras foram aprovados no teste visto que o valor de 
HorRat encontra-se inferior a 1, demostrando que os resultados obtidos por cada um dos 
analistas são reprodutíveis entre si. Segundo o teste F, não existe diferença significativa 
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entre os dois conjuntos de dados, pois F(Analista 1; Analista 2) = 1,94; Fcrítico = 2,98, logo 
Fcalculado < Fcritico, e desta forma é possível afirmar que o método demonstrou repetitividade. 
O terceiro nível de avaliação da prescisão é dado pela reprodutibilidade. Este ensaio 
é dado pelo grau de concordância entre os resultados das medições de uma mesma 
amostra, e realizado sob condições variadas (mudança de operador, local, equipamentos, 
etc.74,75).  
O estudo de robustez do método foi realizado com a finalidade de verificar os 
possíveis efeitos de variações dos parâmetros nominais. Foram avaliados os efeitos de 
armazenamento da amostra (temperatura e tempo), o solvente usado (pH e tipo de água) e 
condições de medida (temperatura e borbulhamento de argônio por 15 minutos). Foi usada 
uma concentração no início da curva analítica para atestar a robustez em condições de 
maior sensibilidade, ou seja, em baixas concentrações do analito, e portanto, em baixas 
intensidades de luminescência. A intenção desse experimento é avaliar as condições 
nominais, e poder atestar que as condições utilizadas foram as melhores. As condições 
nominais são aquelas que foram determinadas e usadas no processo de validação, e assim 
foram variados alguns parâmetros importantes e avaliamos de que forma cada um destes 
afeta a quantificação do analito Os parâmetros tidos como nominais e suas variações 
encontram-se dispostos na Tabela 22. 
 
Tabela 22: Parâmetros avaliados no teste de robustez. 
 Parâmetros Condição nominal Condição variada 
1 Armazenamento TA Geladeira (15~ºC) 
2 Origem da água Ultrapura Destilada 
3 pH 8,2 7,8 
4 Tempo 18 h 24 h 





7 Temperatura da analise ~25ºC ~15ºC 
 
Foi utilizado o teste de Youden47 para avaliar o efeito da variação dos parâmetros. 
Nele realizam-se sete ensaios separadamente em duplicata, dos quais se obtém o erro puro 
do efeito de cada variação. Os resultados encontram-se no gráfico de Pareto ilustrado na 
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Figura 58. Foi possível observar que variações no tipo de água utilizada, pH e a 
concentração do tampão causaram efeitos muito significativos, sendo estes dois últimos os 
mais críticos a serem mantidos. Esses dois parâmetros foram reprovados através da 
aplicação do teste F, pois o valor de Festimado é superior ao Fcritico como observado na 
Figura 58. Como apenas dois dos sete parâmetros avaliados foram considerados 
reprovados pelo teste, pode-se afirmar que o método é robusto nas condições analisadas, e 
que os parâmetros reprovados não devem ser alterados de maneira tão brusca para que se 
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Figura 58: Gráfico de Pareto para os efeitos avaliados pelo planejamento fatorial fracionário. 
 
4.2.3.2. Avaliação de possíveis interferentes 
 
Com a intenção de avaliar a forma como outros íons em solução poderiam afetar a 
detecção de zinco, foi realizado ensaio de competição onde o íon de interesse encontra-se 
em concentração equimolar do possível interferente. No caso dos cátions foram usadas 
soluções dos respectivos cloretos e no caso dos ânions foram utilizados sais de sódio em 
função da solubilidade destes e da disponibilidade. Os resultados obtidos nestes ensaios 
encontram-se nas Figuras 59 e 60. 
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Figura 60: Avaliação de possíveis ânions interferentes. 
 
Nos gráficos acima é possível ver que a maioria dos íons não apresenta potencial 
interferência na detecção do Zn2+ nas concentrações usadas. Este ensaio também indicou 
que o sensor apresenta uma grande afinidade pelo Zn2+, ou seja, o complexo formado em 
solução manteve suas características de emissão em concordância com a estabilidade 
relativa do complexo sensor-Zn2+ na presença de diversos íons. 
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4.2.3.3. Aplicação da metodologia em amostras reais 
 
Após a otimização de todos os parâmetros e estabelecimento das principais figuras 
de mérito, o método proposto foi avaliado em diferentes tipos de água e uma amostra mais 
complexa com o intuito de avaliar o comportamento do sensor frente a presença de outros 
interferentes naturais. Os resultados estão apresentados na Tabela 23. 
 
Tabela 23: Resultado dos testes de recuperação para determinação de Zn2+ com o sensor LN em diferentes 
tipos de amostra (N=3, e recuperação de 100 ?mol L-1). 
Amostra Fonte Recuperação (%) 
Água destilada DQ/ UFPR 103,92  ± 3,67 
Água mineral 
Comércio local 
(Marca A; sem gás) 
98,99 %  ± 4,35 




0,16 %  ± 5,71 
 
 
Os resultados dos experimentos de recuperação mostraram que o uso do sensor LN 
pode ser útil para a determinação do íon Zn2+ em diferentes amostras de água, 
possibilitando o uso sensor LN em analises por sobreposição de matriz ou adição de padrão. 
Contudo também observou-se um baixo valor de recuperação em matrizes mais complexas 
como o fertilizante. Neste caso, possivelmente o íon metálico interage com várias outras 
moléculas orgânicas no produto comercial com afinidades relativas elevadas, inibindo a 
ação do sensor LN.  
 
4.2.3.4. Comparação do sensor LN com outros sensores para Zn2+ descritos na 
literatura 
 
A Tabela 44 apresenta dados de alguns sensores fluorescentes para o íon Zn2+, onde 
é possível notar que o método analítico apresentou um valor de LOD ligante LN apresenta 
um limite de detecção um pouco alto entre o sensores selecionados. Por outro lado, 
observa-se que o mesmo apresenta uma faixa de trabalho relativamente extensa, a maior 
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entre os sensores da tabela, o que é um diferencial positivo para o sensor LN, bem como o 
uso de um sistema puramente aquoso em condições brandas de pH, além de não apresentar 
nenhum interferente entre os cátions investigados.  
 
Tabela 24: Comparação entre as figuras de mérito analíticas e as constantes de afinidade obtidas para o 
sensor LN com outros sensores para Zn2+ descritos na literatura. 
Sensor LOD 
Faixa de resposta 
linear 
Interferentes Meio 
LN* 5,79 ?mol L-1 17,8 - 600 ?mol L-1 - H2O (pH=8,2) 
277 500 nmol L-1 8 - 60 ?mol L-1 - H2O  
378 10 nmol L-1 0,033 - 15 ?mol L-1 Cu2+, Co2+ H2O (pH=7,0) 
479 93 nmol 0,310 - 11 ?mol L-1 Cd3+, Hg3+,Pb2+, Ni2+ DMSO/H2O (2:8) 
580 41 nmol L-1 0,138 - 5 ?mol L-1 - H2O (pH= 11,0) 
681 0,79 ?mol L-1 2,64 - 30 ?mol L-1 Al3+ ,Co3+ CH3CN 
782 10 ?mol L-1 30 - 800 ?mol L-1 Fe3+, Cu2+, Co2+ CH3CN/H2O (1:5) 
883 1,6 ?mol L-1 - - H2O (pH=7,4) 
 
* = este trabalho 
A = Bis-N,N'-(salicilidien)-1,3-propanodiamina(LH2) 
B = 2-((dimetilamino)etil)amino)-N-quinolinilacetamide  
C = 3,4,5-Trihidroxi-N-2-hidroxi-1-naptalenbenzohidrazida  
D = 2-((di-isopropilamino)etil)amino)-N-quimolinylacetamide 
E  = N-(quinolinil)picolinamida 
F = N′,N′-bis[(2-salicilidien)aminoetil]etano-1,2-diamina 
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5.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
  
Neste trabalho foi descrita a síntese e a caracterização de três sensores 
fluorescentes, LN, LO e LS, derivados da funcionalização da molécula de acridina. A 
composição dos produtos foi determinada pela combinação de diversas técnicas como 
análise elementar, espectrometria de massas, espectroscopias FTIR, RMN (de Hidrogênio 
e Carbono-13), absorção no UV-vis e de emissão fluorescente. As análises elementares 
mostraram que o ligante LN encontra-se na forma de cloridrato e que o LS foi isolado na 
forma de tiolato sódico. No espectro vibracional os sensores exibiram bandas comuns à 
molécula-mãe, acridina, bem como aquelas de vibrações associadas às novas funções 
químicas (OH, NH2 e C-S, por exemplo) em concordância com a funcionalização da 
acridina. As transformações químicas foram confirmadas pela técnica de RMN, que 
mostrou poucos sinais, coerente com moléculas de alta simetria, contendo átomos de 
hidrogênio e de carbono com deslocamentos químicos e valores de integração coerentes 
com as composições propostas e próximos aos descritos na literatura. Em complemento às 
demais técnicas de caracterização, os espectros de massas exibiram picos dos íons 
moleculares característicos para as moléculas dos sensores LN, LO e LS. Os perfis 
espectrais mostraram uma boa correspondência com aqueles gerados a partir das 
distribuições isotópicas dos elementos. Na espectroscopia de absorção no UV-Vis foi 
possível observar que os três sensores mostram duas bandas em 250 e 355 nm, atribuídas 
às transições ???* e n?????respectivamente. Os ligantes mostraram melhor desempenho de 
emissão quando excitados na banda de 355 nm, havendo emissão na região do visível, com 
deslocamentos Stokes relativamente grandes de 75 a 90 nm, quando comparados a outros 
fluoróforos como o fluoreno, já explorados pelo grupo. As medidas de rendimento 
quântico mostraram valores inferiores a 1% o que impediu que as medidas de tempo de 
vida da fluorescência fossem realizadas. 
Os três sensores foram usados em ensaios de seletividade frente à presença de 
diversos cátions. O sensor LO não se mostrou sensível à presença de nenhum dos cátions 
testados nas condições aqui empregadas. Por outro lado, o ligante LN mostrou-se um bom 
sensor, específico para a detecção do cátion Zn2+ em meio aquoso (pH = 8,2), observando-
se uma intensificação da emissão luminescente acompanhada do deslocamento 
batocrômico da banda de emissão. Para o Ligante LS, foi observado um comportamento de 
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supressão parcial da fluorescência na presença dos íons Cd2+ e Hg2+, metais pesados que 
têm seu monitoramento de suma importância devido suas altas toxicidades. 
Para ligante LN, o complexo formado em solução foi caracterizado pelos ensaios de 
Job e Benessi-Hidelbrand, mostrando que o produto formado em solução é um complexo 
de estequiometria 2:1 metal:ligante LN, e de composição provável [Zn2(LN)Cl4] com 
constante de formação igual a 2,43x1014 mol2 L-2. 
O uso do ligante LN como metodologia para detecção de zinco foi proposto e 
submetido ao procedimento de validação analítica, onde observou-se limites de detecção e 
quantificação iguais a 5,79 e 17,8 ?mol L-1, respectivamente,  uma faixa de resposta linear 
de 17,8 a 600 ?mol L-1. O método teve uma avaliação positiva frente aos testes de 
repetitividade e de precisão intermediária, sendo aprovado em dois diferentes níveis de 
concentração e pela análise por dois analistas diferentes em períodos distintos. Quando 
avaliado em testes de robustez, o método mostrou que as variações no pH e na 
concentração do tampão devem ser evitadas para que haja reprodutibilidade. Para verificar 
a interferência de alguns cátions e ânions na detecção de zinco foram realizados ensaios de 
competição, em concentrações equimolares, onde a grande maioria dos íons avaliados não 
mostrou ser um interferente relevante. 
Quando avaliados os efeitos de matriz foi possível observar que o sensor se 
comporta bem em água destilada, mineral e potável, contudo em uma matriz mais 
complexa, como a do fertilizante, o método não se mostrou confiável. 
Na comparação com alguns outros sensores luminescentes descritos na literatura, 
o sensor LN mostrou a maior faixa de linear de utilização, sem apresentar interferentes 
importantes. Como aspecto negativo, observou-se um limite de detecção cerca de 1000 
vezes menor que outros sensores que também operam em meio aquoso. 
De fato, existem várias técnicas instrumentais tradicionais para a detecção de íons 
de mercúrio(II) e zinco(II). Mesmo assim, a maioria dessas técnicas possui limitações, 
exigindo preparação de amostras complexas e instrumentação dispendiosa, limitando sua 
aplicabilidade. Por outro lado este trabalho mostrou a potencialidade no uso de sensores 
moleculares fluorescentes sintéticos para detecção de analitos de maneira mais 
conveniente, com seletividade, sensibilidade, menor tempo de resposta, fácil amostragem e 
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